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Resumen 
El uso de fertilizantes de síntesis para la nutrición vegetal en la agricultura ha traído 
algunos problemas, entre los cuales se encuentra el aumento en los costos de  
producción y riesgos de contaminación de aguas superficiales. Por tanto, se requiere 
generar alternativas biotecnológicas viables que aumenten la eficiencia de la fertilización. 
El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la inoculación individual o combinada 
con microorganismos solubilizadores de fósforo (MSP), bacterias fijadoras de nitrógeno 
(BFN) y hongos micorrizales (HM) sobre la nutrición y el crecimiento vegetal. Para esto, 
primero se evaluó la efectividad para disolver rocas fosfóricas (RP) aciduladas por parte 
de varios MSP. Los resultados indicaron que el más efectivo fue Aspergillus niger. En un 
segundo experimento, se evaluó el efecto interactivo de RP acidulada (RPA) o no-
acidulada (RPNA), A. niger y Azospirillum sp. sobre la nutrición y el crecimiento de 
plántulas de maíz y fríjol micorrizadas. Los mejores resultados sobre las especies 
micorrizadas se mostraron con la aplicación de RPNA y A. niger. En contraste, la 
inoculación con Azospirillum sp. no mostró ningún efecto significativo sobre las variables 
respuesta. La RPA tampoco mostró diferencias significativas con respecto al control (no-
fertilizado). En conclusión, la interacción de MSP y HM favoreció la nutrición y el 












X Interacciones entre un microorganismo solubilizador de fósforo, una bacteria fijadora 




The use of synthetic fertilizers for plant nutrition in agriculture has brought some 
problems, among which is the increase in production costs and risks of pollution of 
surface waters. Therefore, it is required to generate viable alternatives biotechnological 
that increase the efficiency of fertilization. The aim of this study was to evaluate the effect 
of individual or combined inoculation with phosphorus solubilizing microorganisms (PSM), 
mycorrhizal fungi (MF) and nitrogen fixing bacteria (NFB) on nutrition and plant growth. 
For this, we first evaluated the effectiveness to dissolve acidulated Rock phosphate (RP) 
by several PSM's. The results indicated that the most effective was Aspergillus niger. In a 
second experiment, the interactive effect of acidulated or not-acidulated RP, A. niger and 
Azospirillum sp. on nutrition and growth of mycorrhizal-maize and mycorrhizal-beans was 
evaluated. The best results on mycorrhizal species were with the application of not-
acidulated RP and A. niger.  In contrast, inoculation with Azospirillum sp. did not show 
any significant effect on the response variables. The acidulated RP also showed no 
significant differences with the control (not-fertilized). In conclusion, the interaction of 
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As Aspergillus niger 
As- Ausencia A. niger 
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La deficiencia de nitrógeno (N) y fósforo (P) en suelos tropicales se constituye en una 
limitante para la productividad vegetal (Roveda y Polo, 2007). Por lo anterior es necesaria 
la aplicación de dosis altas de fertilizantes solubles para alcanzar o mantener 
concentraciones adecuadas de estos en la solución del suelo (Narsian y Patel, 2000).  
Uno de los riesgos de la agricultura intensiva es que parte de los fertilizantes aplicados 
presentan altos costos y la eficiencia obtenida es muy baja (Kennedy et al., 2004; Franco 
y Dobereiner, 1994). Esto provoca la insostenibilidad de los sistemas tradicionales de 
agricultura intensiva. Además, de ocasionar riesgos ambientales serios [acumulación en 
cuerpos de aguas (Stewart y Howell, 2003); producción de gases de invernadero como 
N2O, NO y NH3 (Jackson et al., 2008; Kennedy et al., 2004)], lo que genera problemas, a 
largo plazo, de contaminación e impacto sobre la salud pública. 
Ante esta situación, es fundamental generar alternativas biotecnológicas viables, 
sencillas y de fácil aplicación por los productores, que permitan la sostenibilidad agrícola 
y la preservación del medio ambiente. 
Como modelo de esta problemática se tomaron dos especies vegetales de interés socio-
económico: maíz y fríjol. El primero se producen 1.600.000 t/año (2012) en un área de 
504.706 ha (31% de la producción y 53% del área en sistema de cultivo tradicional con 
rendimiento promedio bajo -1.8 t/ha-, mientras que con el cultivo tecnificado el 
rendimiento fluctúa entre 4.5 y 11 t/ha) (FENALCE 2012, 2010). A nivel nacional los 
costos  de producción del maíz son de $4.017.190/ha, la fertilización representa 19.8% 
($796.157) (FENALCE, 2012). Principalmente se aplican fertilizantes nitrogenados y 
fosfóricos (100-150 kg N/ha, 100-150 kg/ha P2O5) (Osorio, 2014). 
Del segundo se producen 141.349 t/año (2012) en un área de 109.632 ha (cultivo 
perteneciente a la economía campesina de tipo minifundio, con bajas productividades 
debido al no uso de prácticas modernas de mecanización, ni altos niveles de 
tecnificación) (FENALCE 2012, 2010). A nivel nacional los costos de producción del fríjol 
son de $3.921.497/ha, la fertilización representa  13.2% ($517.650) (CCI, 2009). 
2 Introducción 
 
Principalmente se aplican fertilizantes nitrogenados y fosfóricos (75-100 kg N/ha, 100-150 
kg/ha P2O5) (Osorio, 2014). 
Los fertilizantes nitrogenados y fosfóricos solubles en Colombia son importados, los 
precios internacionales son variables, en algunos años recientes (2007-2008) estos se 




Este trabajo hace un aporte a la producción sostenible y competitiva de maíz y fríjol en 
Colombia, siendo el interés el sistema de cultivo tradicional en donde es necesario 
aumentar la productividad reduciendo los  altos costos de producción, en donde los 
insumos, especialmente fertilizantes, tienen una buena participación.  
En la actualidad, con los altos precios de los fertilizantes solubles se requiere 
urgentemente identificar alternativas sostenibles que mejoren el uso eficiente de N y P. 
Para ello, se pueden implementar estrategias que aumenten la eficiencia en su uso en 
ambientes de baja disponibilidad. Una posibilidad es el uso de la  roca fosfórica (RP) que 
es localmente disponible (Huila, Norte de Santander y Boyacá), barata, pero de baja 
reactividad, baja disolución y, por ende, de lenta liberación de P (FAO, 2007). Sin 
embargo, ésta se mejora con algunos microorganismos capaces de disolverla y por tanto 
son llamados “microorganismos solubilizadores de P” (MSP) (Rajan et al., 1996; 
Hammond et al., 1986; Khasawneh et al., 1979). Entre los MSP se tienen bacterias del 
género Bacillus (Chen et al., 2006; Vásquez et al., 2000) y  hongos de los géneros 
Penicillium (Wakelin et al., 2004; Reyes et al., 2001; Whitelaw, 2000) y Aspergillus. En 
este último sobresale A. niger en virtud de su capacidad para producir ácido cítrico 
(Tallapragada y Seshachala et al., 2012; Barroso et al., 2006; Alam et al., 2002). Algunos 
autores reportan actinomicetos capaces de solubilizar RP (Hamdali et al., 2012; Franco-
Correa et al., 2010; Chang y Yang, 2009; Mba, 1997, 1994). 
Otra alternativa biológica consiste en usar hongos micorrizales (HM) que mejoran la 
absorción de P por las plantas y, de esta manera, estimula el crecimiento y la nutrición 
vegetal (Kramer y Green, 2000). 
Según el INVAM existen más reportes sobre el empleo experimental de Rhizophagus 
fasciculatus (=Glomus fasciculatum) como organismo que con otras especies de hongos 
arbusculares (496 reportes) (http://invam.wvu.edu/the-
fungi/classification/glomaceae/rhizophagus/fasciculatum). Este es un HM de gran 
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efectividad y versatilidad en condiciones de suelos, clima y en diferentes cultivos 
(Hernández y Salas, 2009). Además posee un amplio rango de tolerancia al pH, y 
preferencia a suelos ácidos (Rodríguez et al., 2004; Hayman y Tavares, 1985). 
La inoculación dual de HM y MSP se ha reportado como efectiva para aumentar la 
absorción de P por las plantas (Osorio, 2008; Antunes et al., 2007).  
Otra opción importante es el uso de bacterias fijadoras de nitrógeno (BFN) y/o bacterias 
promotoras de crecimiento vegetal (PGPR) (Barea et al., 2002). Se conocen varias 
bacterias asociativas que fijan N2, con capacidad de producir fitohormonas como 
giberelinas y ácido indolacético (Muhammad y Frankenberger, 1991; De Freitas y 
Germida, 1989). Estas estimulan la germinación, el crecimiento, la producción de raíces 
laterales y pelos radicales y favorecen la absorción de nutrientes (Bashan y Holguin, 
1994). Las bacterias del género Azospirillum se han reportado como fijadoras de N2 y 
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) (Okon y Labandera-Gonzalez, 1994). La 
contribución de la fijación biológica N por Azospirillum al crecimiento de la planta se 
considera que es generalmente menor a la esperada (Boddey y Dobereiner 1994; Okon 
1985). La asociación maíz-Azospirillum ha demostrado un potencial económico alto 
debido a la afinidad que muestran entre sí (Rangel-Lucio, 2011; García de Salamone, 
2009; De Bashan et al., 2007). Por otro lado, varios autores han consignado los efectos 
positivos de la simbiosis fríjol- Azospirillum para incrementar los niveles de N y P en la 
planta, o bien mediante la inducción en el aumento del desarrollo de pelos radicales 
(Burdman et al., 1996; Itzigsohn et al., 1995; Okon y Kapulnik, 1986). Aunque es claro 
que existen otros modelos de fijación biológica de N más efectivos para el fríjol, como es 
la fijación simbiótica a través de Rhizobium (Lodwig y Poole 2003; Herouart et al., 2002; 
Oke y Long, 1999), el uso de Azospirillum es atractivo para mejorar la absorción  de otros 
nutrientes.  
Hasta el momento se reportan estudios donde se ha determinado que hay efectos 
benéficos en el desarrollo de las plantas mediante la coinoculación con BFN y MSP 
(Parvaze et al., 2007; Galindo et al., 2006; Rudresh et al., 2005); MSP y HM (Souchie et 
al., 2006; Osorio, 2003; Satpal y Kapoor, 1998); también sobre el uso combinado de HM 
y BFN (Matías et al., 2009; Roy et al., 2007; Antunes et al., 2006). Sin embargo, hay 
pocos registros del efecto de la triple inoculación entre HM, MSP y BFN sobre el 
desarrollo y la nutrición vegetal (Scotti et al., 2009; Caravaca et al., 2006). Igualmente, 
con este trabajo se puede evaluar el potencial que tienen las RP colombianas para ser 
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usadas en la nutrición vegetal, al ser mejoradas a través de procesos biotecnológicos, 
siendo esta una alternativa sostenible importante. 
En este contexto se planteó la presente investigación con el objeto de evaluar la 
interacción entre Aspergillus niger y Azospirillum sp. sobre la nutrición y el crecimiento de 
plántulas de maíz y fríjol micorrizadas, y los posibles efectos interactivos con fuentes 
fosfóricas locales (RP).  
Además, esta propuesta es coherente con las políticas estatales del CONPES 3577, en 
la cual se busca fomentar la productividad en el sector agrícola, con miras a promover el 
uso de biofertilizantes y abonos orgánicos en el país y generar alternativas de sustitución 
de los fertilizantes inorgánicos. 
 
Hipótesis 
La inoculación de MSP, BFN y HM puede favorecer la nutrición y el crecimiento vegetal. 
Su efecto puede ser mayor si se combinan sus actividades, ya que se esperan que 
tengan funciones complementarias que favorezcan la nutrición vegetal. El efecto 
interactivo de estos microorganismos está condicionado a la fuente de RP empleada. 
 
Objetivo general 
Evaluar el efecto de la inoculación individual o combinada con MSP, BFN y HM sobre la 
nutrición y el crecimiento vegetal. 
 
Objetivos específicos 
• Evaluar el efecto de la inoculación individual o combinada de MSP sobre la 
disolución de RP aciduladas. 





1. Capítulo 1: Marco teórico 
1.1 Fijación de N2 
La productividad y dinámica de los ecosistemas terrestres está limitada a la disponibilidad 
de los nutrientes. Para las plantas la disponibilidad de nitrógeno (N) es el principal 
limitante en la productividad de los cultivos (Dawe et al., 2000). Para incrementar la 
disponibilidad de este nutriente y mejorar la productividad de los cultivos, se introducen al 
suelo fertilizantes químicos; aunque, su utilización es crítica para la producción de 
alimentos, hoy en día se ha convertido en una práctica costosa y que acarrea serias 
consecuencias ambientales (Fiedls, 2004). El desarrollo de prácticas de manejo 
racionales y eficientes, que incrementen y/o mantengan la fertilidad, a través del uso 
óptimo de los nutrientes, requiere conocimiento acerca de los mecanismos responsables 
de la dinámica de dicho elemento (Cerón y Aristizábal, 2012). 
Diferentes formas de vida participan en los procesos que se llevan a cabo en el suelo; 
pero, las comunidades microbianas poseen un papel principal, ya que de ellas dependen 
funciones como hacer disponibles los nutrientes para ellas mismas y para otras formas 
de vida como las plantas, dinámica esencial para el mantenimiento de los ciclos 
biogeoquímicos (Madsen, 2011). 
El proceso a través del cual esos microorganismos reducen el N hasta una forma 
utilizable es conocido como fijación biológica de N (FBN). El proceso puede ser llevado a 
cabo por los microorganismos en vida libre o en simbiosis con plantas, y permite no sólo 
usar el N atmosférico, sino también revertir o reducir la degradación del suelo (Mayz-
Figueroa, 2004; Parsons, 2004).  
La FBN es mediada por el complejo nitrogenasa, presente en los organismos fijadores, el 
cual cataliza la conversión del N2 a NH4
+ bajo la reacción general: 
N2 + 10H
+ + 8e- + nMgATP → 2NH4
+ + H2 + nMgADP + nPi (n≥16) 
Esta requiere de grandes cantidades de poder reductor y energía (ATP), y la reducción 
obligada de protones con un mínimo de 1 mol de H2 producido por mol de N2 reducido 
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(Halbleib y Luden, 2000). La actividad del complejo enzimático puede ser mermada por el 
oxígeno; del tal manera que, los organismos fijadores poseen mecanismos que les 
permiten mantener bajas concentraciones de éste a fin de mantener la enzima 
funcionando (Lee et al., 2004; Ureta y Nordlund, 2002). 
Los microorganismos en vida libre son capaces de fijar el N sin tener que realizar una 
simbiosis con una planta en especial; proporcionan al medio, es decir, a la rizósfera 
compuestos nitrogenados para que este sea aprovechado por las plantas. Al ser 
microorganismos independientes a la planta para fijar el N, deben generar su propia 
energía para realizar esta actividad (Paredes, 2013). 
Entre los principales géneros bacterianos que se hallan en vida libre o endófitos 
asociados a la rizósfera se encuentran: Azotobacter spp., Azotococcus spp., Azospirillum 
spp., Beijerinckia spp., Azotomona spp., Bacillus spp., Citrobacter spp., Clostridium spp., 
Chromatium spp., Chlorobium spp., Desulfovibrio spp., Desulfomona spp., 
Gluconacetobacter spp., Herbaspirillum spp., Klebsiella spp.  (Rodríguez et al., 2003; 
Allan y Graham, 2002). Se estima que estos microorganismos fijan anualmente entre 140 
y 175 millones de tonelada de N, cantidad que es casi dos veces la producción mundial 
de fertilizantes nitrogenados (De Felipe Antón, 2004; Burity et al., 1989). 
La utilización de dichos microorganismos para proveer N a través de la fijación biológica, 
ha adquirido gran relevancia en los últimos tiempos, ya que se estaría ante una 
tecnología alternativa a la fertilización química. Esto permitiría llevar a cabo una 
agricultura más sostenible, debido a que bacterias colonizadoras de raíces posibilitarían 
incrementar la eficiencia de absorción de N aplicado, y por tanto, reducir sus pérdidas por 
lixiviación, volatilización y erosión. Adicionalmente, la presencia de estos 
microorganismos benéficos asociados a cultivos de interés agrícola acelera procesos 
bioquímicos que influyen en el crecimiento de los mismos (Obando et al., 2010). 
Por muchos años se consideró que el efecto benéfico de las bacterias fijadoras de N 
(BFN) sólo provenía de la utilización por las plantas del amonio excretado; así, existen 
numerosas publicaciones que prueban tal efecto (Becker et al., 2002; Mirza et al., 2001); 
sin embargo, se ha encontrado que estas bacterias también producen fitohormonas 
(auxinas, giberelinas y citocininas) que afectan, favorablemente, el desarrollo de las 
plantas, particularmente de la raíz (Persello-Cartieaux et al., 2003). Más recientemente, 
se ha reportado que las BFN incrementan la capacidad radical de absorción de nitrato, 
indirectamente como una consecuencia de la estimulación del desarrollo radical y 
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directamente por estimulación del sistema transportador del compuesto (Mantelin y 
Touraine, 2004). 
1.2 Microorganismos solubilizadores de fósforo 
El fósforo (P) es uno de los elementos más importantes en la nutrición vegetal; ya que, 
cumple con funciones vitales en el metabolismo vegetal y es uno de los nutrientes 
esenciales requeridos para el crecimiento y el desarrollo de las plantas (Atlas y Bartha, 
2001). Desafortunadamente, la mayoría de los suelos presentan concentraciones bajas 
de P disponible que, con frecuencia, limitan la productividad vegetal. Esto es 
particularmente cierto en los suelos altamente meteorizados de los trópicos (Oxisoles y 
Ultisoles) y en los derivados de cenizas volcánicas (Andisoles) (Buol et al., 1997; 
Sánchez y Uehara, 1980). 
La baja disponibilidad de este elemento se debe a reacciones que remueven iones 
fosfato disponible desde la solución del suelo hasta la fase sólida del mismo. Dicho 
fenómeno es ampliamente conocido como fijación de P. Existen dos tipos de reacciones 
(Collavino et al., 2010; Havlin et al., 1999): (i) la adsorción de iones fosfato sobre la 
superficie de los minerales arcillosos del suelo  y (ii) la precipitación de fosfato con 
cationes de la solución del suelo. Con la formación de estos compuestos tan insolubles 
se disminuye la disponibilidad de P para las plantas (Wakelin et al., 2004). 
Una de las estrategias para incrementar la disponibilidad de P en suelos ácidos tropicales 
con alta capacidad fijadora de P, consiste en aplicar  altas dosis (500-1000 mg kg-1 de 
suelo) de fertilizantes fosfóricos solubles (superfosfato triple), pero una gran parte del P 
es fijado (90-95%) y es liberado a través del tiempo, generando así un efecto residual. La 
proporción del P tomado por la planta con respecto al  P aplicado en el cultivo es 
considerablemente baja (5-10%) (Osorio, 2003; Sánchez y Uehara, 1980). Sin embargo, 
debido al alto costo de los fertilizantes, estas altas tasas de fertilización fosfórica no son 
aplicadas por la mayoría de los agricultores (Engelstad y Terman, 1980). 
Por consiguiente, resulta indispensable la búsqueda de fuentes alternativas de insumos 
fosfóricos. En este contexto, bajo ciertas condiciones de suelo y de clima, la aplicación 
directa de las rocas fosfóricas (RP) es una alternativa agronómica y económicamente 
correcta (Sale y Mokwunye, 1993; Chien et al., 1990; Chien y Hammond, 1978). Estas 
son más económicas, pero de baja reactividad dada su lenta disolución y liberación de P 
(Hamdali et al., 2010; Yusdar et al., 2007). En este contexto se han desarrollado varias 
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investigaciones para mejorar la efectividad agronómica de la RP en los suelos cultivados. 
Una alternativa es inocular la RP con microorganismos solubilizadores de P (MSP), los 
cuales pueden mejorar su disolución, incrementando así su disponibilidad para las 
plantas (Khan et al., 2007; Whitelaw, 2000; Kucey et al., 1989). 
Los MSP son una alternativa promisoria a implementar en zonas tropicales; ya que, 
debido a su capacidad de solubilizar los fosfatos insolubles del suelo, reversan los 
procesos de fijación de P (Rao, 1992).  
Hay muchos MSP en el suelo como bacterias del tipo Pseudomonas, Enterobacter y 
Bacillus (Kim et al., 1998; Barea et al., 1975) y hongos como Penicillium, Aspergillus y 
Mortierella (Osorio y Habte, 2013; Zhang et al., 2011; Bojinova, 2008; Morales et al., 
2007; Osorio, 2003; Reyes et al., 2001; Whitelaw, 2000). Aunque las bacterias han 
recibido mayor atención, varios autores (Osorio y Habte, 2009; Kucey, 1983; Arora y 
Gaur, 1979) han indicado que los hongos pueden ser más efectivos solubilizando P. 
Además, después de varios subcultivos las bacterias solubilizadoras de P (BSP) pueden 
perder su capacidad solubilizante, mientras que los subcultivos de hongos solubilizadores 
de P (HSP) pueden mantener tal capacidad (Rashid et al., 2004; Whitelaw, 2000). Así 
mismo, las hifas de los hongos pueden crecer en contacto con la superficie de la RP, 
solubilizándola como resultado de sus actividades metabólicas (Bermanec et al., 2012). 
Por otro lado, debido a la biomasa de los hongos Alam et al. (2002) indican que los 
hongos pueden inmovilizar más P que las bacterias. 
Varios mecanismos se han propuesto para explicar la solubilización microbial de 
compuestos inorgánicos de P. La producción de ácidos orgánicos (Bar-Yosef et al., 1999; 
Cunningham y Kuiack, 1992), la liberación de protones a la solución del suelo (Whitelaw, 
2000; Reyes et al., 1999, De Freitas et al., 1997), la desorción de iones P de los sitios de 
adsorción (Osorio y Habte, 2012; Osorio, 2008; He y Zhu, 1998 y 1997) y la quelatación 
de Ca, Al y Fe (Marschner, 2008; Richardson et al. 2001; Ryan et al., 2001; Bar-Yosef et 
al., 1999; Iyamuremye et al., 1996). 
1.3 Simbiosis micorrizal 
Los hongos micorrizales (HM) son microorganismos del suelos que forman simbiosis con 
el 95% de las especies vegetales (Vierheilig, 2004; Giovanetti y  Sbrana, 1998). Estos 
son biótrofos obligados, es decir, que no pueden ser cultivados y multiplicados en 
ausencia de una planta hospedera. La razón más aceptada es que el hongo durante la 
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larga evolución de la relación simbiótica, perdió su capacidad para fijar carbono o la 
maquinaria genética para hacerlo, y llegó a ser completamente dependiente de una 
planta hospedera para obtener fotoasimilados (Gadkar et al., 2001). Pertenecen al 
Phylum Glomeromycota, Orden Glomales, el cual consiste de cinco familias y siete 
géneros reconocidos por las características de sus esporas (Morton, 2009; Dugan, 2006). 
Los HM son uno de los siete tipos de micorriza que se conocen (Peterson et al., 2004). 
Esta asociación simbiótica actúa como un complemento de la raíz de la planta en la toma 
de nutrientes (Colozzi-Filho y Cardoso, 2000), especialmente en la absorción de P 
(Requena, 2007), aumento de la tolerancia a condiciones de estrés biótico y abiótico, 
mejoramiento de la calidad del suelo, fijación de N2 (Barea et al., 2005) y aumento en la 
diversidad y productividad de las plantas en un ecosistema determinado (Van der Heijden 
et al., 1998; Azcón-Aguilar y Barea, 1997). 
Desde el punto de vista nutricional, el crecimiento de la planta debido al aumento en la 
absorción de P es el principal beneficio que obtiene del HM, por la baja disponibilidad de 
este elemento, característico en los suelos tropicales. Sin embargo, si el P no es un 
elemento limitante en el suelo, la simbiosis puede llegar a ser reducida o hasta inhibida si 
se encuentran altos niveles en el suelo (Zandavalli et al., 2004; Blanco y Salas, 1997). 
La eficiencia de los HM para la captación de iones fosfato se debe al incremento en el 
área de suelo explorada por las hifas extrarradicales, y a la existencia de proteínas 
transportadoras de P de alta afinidad (HATS), las cuales se expresan tanto en las hifas 
extrarradicales como en las membranas periarbusculares. Estas proteínas se expresan a 
bajas concentraciones de P en la solución del suelo permitiendo la captación eficiente de 
iones fosfato (Smith et al., 2003). Las hifas externas de los HM se extienden 10 a 12 cm 
desde la superficie de la raíz, captando a su paso los nutrientes de lenta difusión (P, Cu, 
Zn). Ello supera la zona de captación de P por parte de la raíz, la cual es de solo 1 a 2 
mm. Se ha reportado que por cada cm de raíz colonizada hay en promedio 1 m de hifas 
micorrizales; incluso, se han reportado valores de 10 a 14 m de hifas por cada cm de raíz 
colonizada (Johansson et al., 2004). Las hifas de los HM tienen un diámetro 2.5 a 5 
veces menor que el de las raíces de las plantas y una mayor área de superficie por 
unidad de volumen. Ello hace que el hongo sea mucho más eficiente que las raíces en la 
captación de P, y permite explorar los espacios del suelo que no son accesibles a 
algunas raíces. 
Independientemente de su papel nutricional, la colonización por HM favorece el 
establecimiento de interacciones con otros microorganismos benéficos. La hifa micorrizal 
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también libera compuestos carbonáceos a su alrededor y forma un nicho llamado 
“micorrizosfera”. Usualmente, los beneficios de los microorganismos de la rizósfera son 
incrementados en presencia de la simbiosis micorrizal (Osorio, 2011; Salamanca, 1998). 
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2. Capítulo 2: Disolución in vitro de rocas 
fosfóricas aciduladas por microorganismos 
solubilizadores de fósforo 
2.1 Resumen 
La baja disponibilidad de fósforo (P) en el suelo y el costo de la fertilización fosfórica son 
limitantes para la productividad agrícola. Una alternativa biotecnológica para manejar 
este problema es mediante el uso de microorganismos del suelo capaces de disolver 
rocas fosfóricas (RP) y así mejorar su efectividad como fertilizante fosfórico. Con este fin 
se realizó un ensayo para determinar la efectividad microbial en la disolución in vitro de 
dos RP (Norte de Santander y Boyacá), parcialmente aciduladas. Los tratamientos 
consistieron en un arreglo factorial 2x16 [2 niveles de RP: Boyacá o Norte de Santander; 
16 niveles de inóculo: Un control no inoculado, inóculos individuales (Aspergillus niger –
As-, Penicillium sp. –Pn-, Bacillus sp. –B-, y un actinomiceto no identificado –At-), 
inóculos dobles (AsPn, AsB, AsAt, PnB, PnAt, BAt), inóculos triples (AsPnB, AsPnAt, 
AsBAt, PnBAt), e inóculos cuádruples (AsPnBAt)]. Cada tratamiento tuvo tres réplicas. La 
efectividad en la disolución in vitro de RP fue dependiente del tipo de RP, tipo de inóculo 
y la interacción de ambos factores, teniendo mejores resultados con la RP del Norte de 
Santander y A. niger sólo. Cuando este hongo se combinó con otros microorganismos su 
capacidad para disolver RP se redujo significativamente. 
Palabras claves: Aspergillus niger, Penicillium sp., Bacillus sp., fosfato, biofertilizante 
2.2 Introducción 
La deficiencia de fósforo (P) en suelos tropicales se constituye en una limitante para la 
productividad vegetal (Cramer, 2010; Oberson A et al., 2006). Por lo anterior, es 
necesario aplicar dosis altas de fertilizantes solubles para así alcanzar concentraciones 
adecuadas de éste en la solución del suelo (Vassilev et al., 2012; Narsian y Patel, 2000). 
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Uno de los riesgos de la agricultura intensiva es que los fertilizantes aplicados presentan 
altos costos y la eficiencia obtenida es muy baja (Paiva-Coutinho et al., 2012; Vassilev y 
Vassileva, 2003). Esto provoca la insostenibilidad de los sistemas tradicionales de 
agricultura intensiva.  
Debido a esto se requiere, urgentemente, identificar alternativas sostenibles que mejoren 
el uso eficiente del P por las plantas cultivadas (Consensus Statement Declaration, 
2011). La RP es una alternativa localmente disponible, barata, pero de baja reactividad 
dada su lenta disolución y liberación de P (Hamdali et al., 2010; Yusdar et al., 2007). Por 
otro lado, se sabe que la disolución de la RP se mejora cuando se incluyen en el sistema 
microorganismos capaces de disolverla, tal es el caso de los microorganismos 
solubilizadores de P (MSP) (Paiva-Coutinho et al., 2012; Sahu y Jana, 2000; Whitelaw, 
2000). Existen varios reportes en la literatura especializada sobre la disolución de RP por 
inóculos individuales (de una sola especie), pero poco se sabe acerca de la efectividad 
de consorcios microbiales (Saber et al., 2009; Oliveira et al., 2008; Xiao et al., 2008; 
Achal et al., 2007; Ahuja et al., 2007; Vassilev et al., 2007; Vyas et al., 2007; Reddy et al., 
2002). Igualmente, las investigaciones se hacen con un tipo particular de RP, lo cual 
limita los resultados a efectos muy puntuales (Osorio y Habte, 2012; Xuan Yu et al., 
2012; Singh y Reddy, 2011). Así mismo, tradicionalmente se ha trabajado con RP no-
aciduladas; aunque, en el mercado de los fertilizantes existen RP aciduladas que quizá 
se podría mejorar aún más su solubilidad con la inoculación con MSP (Osorno, 2013; 
Londoño, 2010). 
La hipótesis en esta investigación es que la efectividad microbial para disolver RP 
parcialmente acidulada in vitro depende de varios factores tales como el tipo de RP, la 
combinación de microorganismos solubilizadores inoculados y la interacción entre ambos 
factores. Por lo tanto, el objetivo de este estudio es determinar la efectividad microbial en 
la disolución in vitro de dos RP (Norte de Santander y Boyacá) parcialmente aciduladas 
al inocular de forma individual y combinada los microorganismos Aspergillus niger, 
Penicillium sp., Bacillus sp. y un actinomiceto desconocido. 
2.3 Materiales y métodos 
Los MSP (Aspergillus niger, Penicillium sp., Bacillus sp. y un actinomiceto desconocido) 
utilizados en este trabajo, se obtuvieron de la colección general del laboratorio de la 
empresa Sobiotech S.A.S. A. niger fue originalmente aislado de un suelo de la Altillanura-
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Meta cultivado con maíz y soya. El hongo Penicillium sp. fue aislado de un suelo de 
Guarne-Antioquia cultivado con flores. Bacillus sp. fue aislada de un suelo de Santuario-
Antioquia cultivado con fríjol y lechuga. El actinomiceto fue aislado de un suelo de 
Planeta Rica-Córdoba cultivado con acacia. Dichos suelos con características ácidas.  
Para este estudio los microorganismos se multiplicaron, separadamente, durante tres 
días a 28ºC en cajas de Petri con el medio YMA (composición g L-1: extracto de levadura 
4, extracto de malta 10, glucosa 4, agar 20), autoclavado (120ºC, 0.1 MPa, 15 min). Las 
colonias fueron retiradas de la superficie del agar con un asa estéril y suspendidos en 
agua desionizada estéril, las suspensiones fueron ajustados al tubo No. 5 de la escala de 
Mc Farland, y conservados en nevera a 4ºC, para su posterior uso.  
Bacillus sp. y el actinomiceto fueron cuantificados por Unidades Formadoras de Colonia 
(UFC mL-1), por el método de diluciones seriadas en base 10 y recuento en placa por el 
método de microgota (Doyle M et al., 2001). En el caso del A. niger y Penicillium sp., se 
cosecharon las esporas a partir del cultivo, utilizando 10 mL de solución de Tween 80 al 
0.1%. Se realizó el recuento en una cámara Neubauer hasta obtener la concentración 
final conocida.  
Estas suspensiones fueron utilizadas como inóculo. Las concentraciones utilizadas 
fueron: 7.64 Log 10 UFC mL-1 (Bacillus sp. y actinomiceto) y 105 esporas mL-1 (A. niger y 
Penicillium sp.). 
Luego, 1 mL de cada suspensión fue transferida asépticamente a un Erlenmeyer de 250 
mL de capacidad que contenía 75 mL del medio selectivo, previamente esterilizado en 
autoclave (120ºC, 0.1 MPa, 15 min), con la siguiente composición (por L): glucosa 10 g, 
NH4NO3 1 g, NaCl 1 g, CaCl2.2H2O 0.2 g, MgSO4.7H2O 0.4 g y RP 3.5 g. (Osorio, 2008; 
Osorio y Habte, 2001). Las RP empleadas hacían parte de las minas explotadas 
comercialmente en el país; específicamente, en los departamentos de Norte de 
Santander y Boyacá. Dichas rocas fueron parcialmente aciduladas previamente con 
ácido sulfúrico concentrado (Hammond et al., 1980); luego, fueron pasadas por un tamiz 
de 500 µm y retenidas en un tamiz de 250 µm. El contenido de P de las RP fue de 11 y 
8.8%, respectivamente; y al preparar una suspensión acuosa al 10%, la concentración de 
P soluble fue de 2.31 y 1.91 mg L-1, respectivamente. Los Erlenmeyers se incubaron a 
28°C en un agitador orbital a 100 rpm durante siete días.  
Después del periodo de incubación, 50 mL de la suspensión fue centrifugada a 3220 xg 
durante 15 min. El sobrenadante se filtró a través de un papel filtro No. 42. El pH en la 
solución fue medido directamente con un electrodo selectivo de H+. La concentración de 
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P en la solución fue determinada usando el método azul-molibdato (Murphy y Riley, 
1962). Con los datos de P soluble obtenidos se calculó el factor de efectividad para 
disolver RP (EDRP), el cual consiste en dividir la concentración de P soluble por la 
cantidad de P total en la RP y expresarlo en porcentaje [EDRP (%)= (P soluble∕ P en la 
RP) x 100]. 
La biomasa de los microorganismos inoculados fue colectada por centrifugación, lavada 
con agua destilada y secada al horno 70ºC por 12 h. El crecimiento microbiano fue 
expresado como materia seca microbial producido por Erlenmeyer y se determinó como 
pérdida de peso después de la incineración a 500ºC durante cinco horas. Este método se 
eligió para evitar la sobreestimación de pesos debido a la adherencia de los 
microorganismos a la RP (Reyes et al., 1999). 
Se empleó un diseño experimental completamente al azar con arreglo factorial de 
tratamientos 2x16 [2 niveles de RP: Boyacá o Norte de Santander; 16 niveles de inóculo: 
Un control no inoculado, inóculos individuales (Aspergillus niger –As-, Penicillium sp. –
Pn-, Bacillus sp. –B-, y un actinomiceto no identificado –At-), inóculos dobles (AsPn, AsB, 
AsAt, PnB, PnAt, BAt), inóculos triples (AsPnB, AsPnAt, AsBAt, PnBAt), e inóculos 
cuádruples (AsPnBAt)]. Cada tratamiento tuvo tres réplicas. 
Los datos obtenidos fueron estadísticamente analizados usando análisis de varianza y la 
prueba de rango múltiple de Duncan para determinar la separación de medias. El nivel de 
significancia (p) fue ≤ 0.05. Para todos los casos los análisis estadísticos se realizaron 
con el paquete estadístico Statgraphics Centurion XV (StatPoint, Inc., Herdon, Virginia, 
EE.UU.). 
2.4 Resultados 
La efectividad microbial para la disolución de RP, parcialmente acidulada in vitro, se vio 
afectada por los tratamientos (Tabla 2-1). 
 
Tabla 2-1: Niveles de significancia del análisis de varianza. 
Fuente de Variación pH medio P soluble Masa seca microbial 
A: RP N.S. 0.0001 <0.0001 
B: MICROORGANISMO <0.0001 <0.0001 <0.0001 
AXB N.S. <0.0001 N.S
.
 
N.S.: No significativo 
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El pH del medio fue reducido significativamente (p<0.05) por la inoculación individual y 
combinada (As: A. niger, At: actinomiceto; B: Bacillus sp.; Pn: Penicillium sp.) (Figura 2-
1). Así, el tratamiento control (no-inoculado) tuvo un pH 5.1, el cual fue significativamente 
superior al resto de tratamientos con inoculación. Se obtuvieron valores de pH 
significativamente más bajos cuando se inoculó con As sólo (3.6) o combinado con otros 
microorganismos (3.6-3.7). La inoculación con Bacillus sp. (B) presentó el valor de pH 
más alto (4.5) entre los tratamientos inoculados. Por otro lado, no se presentaron efectos 
significativos en el pH del medio en función del tipo de RP y la interacción 
RPxmicroorganismo. 
 
Figura 2-1: pH del medio en función de la inoculación individual y combinada (As: A. 
niger, At: actinomiceto; B: Bacillus sp.; Pn: Penicillium sp.). Las barras representan el 
error estándar. Las columnas con letras diferentes son significativamente diferentes entre 
sí, según la prueba de rangos múltiples de Duncan (p ≤ 0.05). 
 
 
La concentración de P soluble fue afectada, significativamente, por los tratamientos (RP, 
microorganismo, interacción) (Tabla 2-1). La concentración de P fue significativamente 
mayor (p<0.05) cuando se utilizó la RP de Norte de Santander (P: 42.3 mg L-1) que con la 
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Figura 2-2: Concentración de P soluble (mg L-1) en función del tipo de RP utilizada en el 
medio de cultivo, inoculado con MSP. Las barras representan el error estándar. Las 
columnas con letras diferentes son significativamente diferentes, según la prueba de 
rangos múltiples de Duncan (p ≤ 0.05). 
 
 
La concentración de P soluble (mg L-1) del tratamiento control (no-inoculado) fue de 17 
mg L-1; al inocular con A. niger sólo (As), esta aumentó significativamente a 93.5 mg L-1, 
lo cual representa un incremento de 5.5 veces, siendo este el valor más alto detectado 
para esta variable (Figura 2-3). La inoculación con As, en combinación con los otros 
microorganismos, presentó valores de P soluble que fluctuaron entre 39.5 y 76.5 mg L-1 
(diferencias significativas se presentaron entre estos); las cuales fueron 
significativamente mayores al control, pero inferiores a la inoculación con As sólo. La 
inoculación con los otros microorganismos no presentaron diferencias significativas al 
control (no-inoculado) (Pn: 20.7 mg L-1, B: 12.8 mg L-1, At: 7.5 mg L-1). Las inoculaciones 
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Figura 2-3: Concentración de P soluble (mg L-1) en función del tipo de inóculo utilizado. 
Las barras representan el error estándar. Las columnas con letras diferentes son 
significativamente diferentes, según la prueba de rangos múltiples de Duncan (p<0.05). 
 
 
En cuanto a la interacción de los factores tipo de RP y microorganismo(s) inoculados, la 
concentración  de P soluble (mg L-1), presentó diferencias significativas para algunos de 
los casos. Por ejemplo, con la RP de Boyacá el mejor comportamiento se presentó con 
las inoculaciones B, PnB, PnAt. Para la RP del Norte de Santander, el mejor 
comportamiento se presentó en: Pn, AsPn, AsAt, AsPnB, AsPnAt, AsBAt. Con el resto de 
los microorganismos inoculados no hubo diferencias significativas con el tipo de RP 
utilizada (Figura 2-4.). 
 
Figura 2-4: Concentración de P soluble (mg L-1) en función del tipo de RP usada y la 
inoculación individual y combinada (As: A. niger, At: actinomiceto; B: Bacillus sp.; Pn: 
Penicillium sp.). Las barras representan el error estándar. Las columnas con el asterisco 
(*) indican diferencia significativa entre las RP para la inoculación dada (mínima 
diferencia significativa de Fisher, p ≤ 0.05). 
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Al comparar las variables concentración de P soluble y pH del medio, correspondiente a 
cada tipo de microorganismo(s) usado como inóculo; fue notable que, hubo una relación 
inversa entre las variables. Es decir, a menor pH hubo una mayor concentración de P 
soluble. Cuando el medio se inoculó sólo con As se presentó el pH más bajo y la 
concentración más alta de P soluble. Este fue seguido por el grupo de tratamientos que 
incluyen la inoculación de As con los otros microorganismos. La inoculación con los 
microorganismos Pn, B, At y sus combinaciones, no mostraron diferencias con el control 
en cuanto a la concentración de P soluble a pesar de la disminución del pH (~4.0) (Figura 
2-5). 
 
Figura 2-5: Relación entre la concentración de P soluble y el pH del medio. La letras 
indican el tipo de microorganismo(s) empleado como inóculo (As: A. niger, At: 
actinomiceto; B: Bacillus sp.; Pn: Penicillium sp.). 
 
 
Por otro lado, la masa seca microbial (mg) fue significativamente diferente según el tipo 
de RP empleada, siendo mayor con la RP de Boyacá (27.8 mg) que con la RP Norte de 
Santander (23.2 mg); independiente del tipo de microorganismo inoculado (Figura 2-6). 
Igualmente, la masa seca microbial fue afectada por el tipo de microorganismo inoculado 
al medio. Al considerar la masa seca de los inóculos individuales se encontró el siguiente 
orden: As 36.1 mg > Pn 21.0 mg > At 14.7 mg > B 9.0 mg. En general, se detectó mayor 
masa seca microbial en los tratamientos que incluían la inoculación con As en forma 
combinada (25.3–38.3 mg) y menores con las combinaciones de los otros tratamientos 
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(Figura 2-7). Los resultados estadísticos indican que no hubo efectos significativos sobre 
la variable masa seca microbial en función a la interacción RPxmicroorganismo (Tabla 2-
1). 
 
Figura 2-6: Masa seca microbial (mg) en función del tipo de RP utilizada. Las barras 
representan el error estándar. Las columnas con letras diferentes son significativamente 
diferentes entre sí, según la prueba de rangos múltiples de Duncan (p ≤ 0.05). 
 
 
Figura 2-7: Masa seca microbial (mg) en función de la inoculación individual y 
combinada (As: A. niger, At: actinomiceto; B: Bacillus sp.; Pn: Penicillium sp.). Las barras 
representan el error estándar. Las columnas con letras diferentes son significativamente 
diferentes entre sí, según la prueba de rangos múltiples de Duncan (p ≤ 0.05). 
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2.5 Discusión 
Los resultados obtenidos permitieron demostrar, claramente, la hipótesis de que la 
efectividad microbial para disolver RP parcialmente acidulada depende del inóculo 
microbiano utilizado, del tipo de RP y de la interacción entre ambos factores. La 
disolución de RP por microorganismos a través de la acidificación está bien documentada 
(Ben Farhat et al., 2009; Gyaneshwar et al., 1999; Illmer y Schinner, 1992). Dicha 
acidificación se debe a la extrusión de protones asociada con la asimilación de amonio 
(Sharan et al., 2008; Reyes et al., 1999; De Freitas et al., 1997; Illmer et al., 1995) o por 
la producción de ácidos orgánicos (Kang et al., 2008; Pradhan y Sukla, 2005; Alam et al., 
2002; Cunningham y Kuiack, 1992). Evidencia de estos mecanismos en el presente 
trabajo queda reflejada en la disminución del pH desde una valor inicial de 5.1 a 3.6 con 
A. niger. En el caso de este hongo, existen autores que mencionan la producción de 
ácidos orgánicos, particularmente ácido cítrico, oxálico y glucónico, como su mecanismo 
de disolución (Seshadri et al., 2004; Reyes et al., 1999; Illmer y Schinner, 1995; Sperber, 
1958). 
Mittal et al. (2008), Barroso y Nahas (2005), Reddy et al. (2002) y Narsian y Patel (2000) 
reportaron que, la eficiencia relativa en la disolución de RP depende del tipo de RP y del 
microorganismo utilizado; además, de la cantidad y la calidad del ácido secretado al 
medio. En los resultados de Chuang et al. (2007) para A. niger cuando usaban Ca-P 
como fuente de P se detectaba ácido glucónico, al utilizar Fe-P o Al-P se detectaba ácido 
oxálico. Por su parte, Bojinova et al. (2008) y Goenadi et al. (2000) detectaron ácido 
cítrico principalmente, entre otros ácidos. 
Al considerar la EDRP de los inóculos individuales se encontró el siguiente orden entre 
los microorganismos evaluados: As 21.9% > Pn 4.8% > B 3.0% > At 1.8%. En el control 
(no-inoculado) la EDRP fue de 4.0%. Por lo tanto, vale pena resaltar la alta efectividad de 
A. niger para disolver RP. Estos resultados corroboran lo obtenido por Mittal et al. (2008) 
y Achal et al. (2007) en los cuales Aspergillus spp. aumentó el P soluble a partir de la 
disolución de fosfato tricálcico y RP (4.7 y 248 mg L-1, respectivamente). Del mismo 
modo, Saber et al. (2009) demostraron que la máxima disolución in vitro de RP se obtuvo 
con A. niger (67 mg L-1) seguido por Penicillium spp. (46.2 mg L-1). En contraste, 
Jayasinghearachchi y Seneviratne (2006) encontraron que la disolución de RP por 
Penicillium spp., fue significativamente mayor que la de Aspergillus spp. 
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Por otro lado, Yadav y Tarafdar (2003) y Reyes et al. (1999) registraron una correlación 
negativa entre la masa seca microbial y la concentración de P soluble obtenido de la 
disolución de RP. Ello, está de acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo 
ya que la RP con mayor disolución (RP Norte de Santander) generó menor masa seca 
microbial que la hallada con la otra RP de Boyacá. Estos autores sugieren la presencia 
de un mecanismo de bomba de H+ implicado en la disolución de pequeñas cantidades de 
RP, lo que permite un mayor desarrollo de la biomasa. Ellos también sugieren que los 
aislamientos con baja biomasa pueden trasladar el carbono para producir una mayor 
cantidad y diversidad de ácidos orgánicos que disuelven más RP, lo que conlleva a un 
drenaje de C y esto explicaría la menor biomasa (Mathews et al., 2000). 
Es claro que, al combinar un microorganismo eficiente en la disolución de RP como A. 
niger con otros microorganismos menos eficientes o ineficientes (Pn, B y At), se redujo 
significativamente la capacidad para disolver RP con respecto a su efecto individual. 
Quizá la menor concentración de P soluble se debe a (i) competencia por la fuente de C 
(glucosa) y otros nutrientes (p.e., Ca, Mg, Fe, etc.) y/o (ii) que los otros microorganismos 
estén consumiendo el P liberado previamente por A. niger. Independiente de cuál es la 
razón, es evidente que al dejar menos P soluble, tales co-inoculaciones resultan 
desfavorables si se considera su eventual uso en presencia de plantas cultivadas; en ese 
caso es preferible usar individualmente aquel microorganismo que resulte más eficiente. 
Este aspecto puede ser investigado en el futuro con detalle para probar esta apreciación. 
Un aspecto muy relevante del presente estudio es que se usaron RP aciduladas. Los 
controles no inoculados presentaron valores de P soluble de 17 mg L-1, mientras que en 
otros trabajos con el mismo método los valores son de ~1 mg L-1. La acidulación de P se 
ha propuesto como una forma de mejorar la efectividad de la RP como fertilizante (FAO, 
2007). Los resultados sugieren que los microorganismos solubilizadores de RP pueden 
acelerar aún más la disolución de este material, mejorando así su capacidad para liberar 
P para las plantas cultivadas. En la revisión de literatura hecha y en otras revisiones 
recientes (Osorio y Habte, 2012; Daza, 2010; Londoño, 2010; Osorio, 2003) no se ha 
encontrado trabajos sobre disolución microbial de RP previamente aciduladas, por tanto 
se cree que este es el primer reporte hecho. 
Futuras investigaciones deberían centrarse en la sostenibilidad de los sistemas agrícolas 
actuales, focalizándose en la EDRP de A. niger bajo condiciones de campo y combinar 
con alternativas biotecnológicas viables, sencillas y de fácil aplicación tales como hongos 
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micorrizales que impacten favorablemente la relación suelo-planta en diferentes especies 
vegetales. 
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3. Capítulo 3: Efecto de la inoculación con un 
hongo solubilizador de fósforo y una 
bacteria fijadora de nitrógeno sobre el 
desarrollo de plántulas maíz y fríjol 
micorrizadas 
3.1 Resumen 
Un experimento bajo condiciones de invernadero fue realizado para determinar la 
interacción entre un hongo solubilizador de fósforo (Aspergillus niger) y una bacteria 
fijadora de nitrógeno (Azospirillum sp.), sobre la nutrición y el crecimiento de plántulas de 
maíz y fríjol micorrizadas y fertilizadas o no con RP del Norte de Santander acidulada 
(RPA) o no-acidulada (RPNA). Para este propósito, un sustrato (suelo:arena, 1.5:1, V:V) 
fue fertilizado con RP del Norte de Santander (0 ó 300 mg kg-1 de RPA o RPNA) y se 
inoculó o no-inoculo con uno o ambos microorganismos. Cuando se añadió la RPNA 
aumentó significativamente la absorción de P y el crecimiento de las plántulas de maíz y 
fríjol; sin embargo, el efecto fue significativamente mayor cuando A. niger fue 
concomitantemente inoculado. En el sustrato no-fertilizado o fertilizado con la RPA, las 
plántulas crecieron poco y no hubo respuesta significativa a la inoculación individual o 
dual con los microorganismos. La inoculación con Azospirillum sp. no mostró efecto 
alguno. 
Palabras clave: Aspergillus niger, Azospirillum sp., Roca fosfórica acidulada, Roca 
fosfórica no-acidulada 
3.2 Introducción 
El nitrógeno (N) y el fósforo (P) son elementos esenciales para el desarrollo de las 
plantas (Osorio, 2014). La deficiencia de estos se constituye en una limitante en la 
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productividad vegetal (Olaleye et al., 2012; Osorio, 2011). Para lograr altos rendimientos 
y hacer rentable la actividad agrícola se requiere de un buen suministro de ellos en el 
sistema. Tradicionalmente, dicho suministro se logra con altas dosis de fertilizantes 
solubles; sin embargo, este manejo es insostenible debido a los altos costos, la baja 
eficiencia de la fertilización y los riesgos ambientales que este ocasiona (Paiva-Coutinho 
et al., 2012; Singh y Reddy, 2011; Elkoca et al., 2010). 
Como modelo de esta problemática se tomaron dos especies vegetales de interés 
socioeconómico en el país: maíz y fríjol. Con el interés de aumentar el rendimiento en los 
sistemas de cultivo tradicional, en donde es necesario reducir los costos de producción, 
especialmente el de los fertilizantes (FENALCE, 2010). 
Por lo anterior, es necesario generar alternativas biotecnológicas que garanticen 
rendimientos competitivos, al tiempo que protege la salud de los suelos (Khan et al., 
2007). 
Una posibilidad es el uso de rocas fosfóricas (RP); sin embargo, estos materiales son de 
baja disolución y lenta liberación de P, por tanto, un poco más de reactividad siempre es 
deseada (FAO, 2007). Se sabe que, la solubilidad de la RP se mejora cuando se usan 
organismos capaces de disolverla, como es el caso de los microorganismos 
solubilizadores de fósforo (MSP) (Khan et al., 2007; Whitelaw, 2000; Kucey et al., 1989). 
Aspergillus niger es uno de los microorganismos que más se encuentra cuando se 
evalúan MSP en la rizósfera (Tallapragada y Seshachala et al., 2012; Oliveira et al., 
2009;). La solubilización de RP por Aspergillus sp. ha sido demostrada bajo condiciones 
in vitro (Jain et al., 2012; Tallapragada y Seshachala et al., 2012; Bojinova et al., 2008; 
Barroso et al., 2006; Alam et al., 2002; Vassileva et al., 1998; Vassilev et al., 1996). Los 
MSP tiene efectos interactivos con otros microorganismos del suelo; particularmente, con 
hongos micorrizales (HM), con los cuales se constituyen en una estrategia biológica que 
mejora la absorción de P por las plantas y, de esta manera, estimula el crecimiento y la 
nutrición vegetal (Londoño, 2010; Osorio y Habte, 2009; Qin et al., 2009; Osorio y Habte, 
2001; Kim et al., 1998; Toro et al., 1997; Piccini y Azcon, 1987). 
Para mejorar el suministro de N a las plantas, una opción viable es el uso de bacterias 
fijadoras de N (BFN) (Somers et al., 2004; Tien et al., 1979). Las bacterias del género 
Azospirillum son fijadoras de N2 y promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) (Okon y 
Labandera-Gonzalez, 1994). 
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Existen reportes en donde se ha determinado que hay efectos benéficos en el desarrollo 
de las plantas mediante la coinoculación de BFN y HM. Vásquez et al. (2000) reportaron 
que la inoculación dual de Glomus deserticola y A. brasilense aumentó significativamente 
el crecimiento de plantas de maíz en comparación con el control (no-inoculado) y los 
tratamientos de inoculación simple. Indicando la existencia de compatibilidades 
funcionales entre ellos (Azcón et al., 1991). 
Además que las poblaciones de Azospirillum spp., aumentaron en los tratamientos 
inoculados con micorrizas. Estos resultados están de acuerdo a otras investigaciones 
que observaron mejor supervivencia de Azospirillum en las raíces de plantas 
micorrizadas (Belimov et al., 1999; Pacovsky, 1989). 
En experimentos realizados por Irizar et al. (2002) en cereales, leguminosas y cítricos 
incrementaron el rendimiento con A. brasilense, Rhizobium etli, Glomus intraradices, el 
incremento en fríjol fue de 36%. En éste mismo cultivo, Garza et al. (2001) indicaron que 
la combinación de Azospirillum y micorriza arbuscular también incrementó el rendimiento 
de grano, altura de planta, número de vainas por planta y peso de 100 semillas. 
Aunque es claro que existen otros modelos de fijación biológica de N más efectivos para 
el fríjol, como es la fijación simbiótica a través de Rhizobium (Lodwig y Poole, 2003; 
Herouart et al., 2002; Oke y Long, 1999), el uso de Azospirillum es atractivo para mejorar 
la absorción  de otros nutrientes, mediante la inducción en el aumento del desarrollo de 
pelos radicales (Burdman et al., 1996; Itzigsohn et al., 1995; Okon y Kapulnik, 1986).   
La hipótesis en esta investigación es que la coinoculación de MSP y BFN puede 
favorecer la nutrición y el crecimiento vegetal de especies micorrizadas; tal efecto 
interactivo de estos microorganismos puede depender del tipo RP aplicada. 
El objetivo de este estudio fue determinar la interacción de A. niger y Azospirillum sp. 
sobre la nutrición y el crecimiento de plántulas de maíz y fríjol micorrizadas fertilizadas 
con RP del Norte Santander acidulada o no-acidulada. 
3.3 Materiales y métodos 
3.3.1 Preparación del sustrato 
Se utilizó un sustrato compuesto por suelo y arena en relación (1.5:1, V:V). Las 
propiedades fisicoquímicas fueron determinadas en el Laboratorio de Suelos de la 
Universidad Nacional de Colombia, sede Medellín, con los siguientes resultados: 72 % 
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arena, 12 % limo, 16 % arcilla, textura franco arenosa (Bouyoucos); pH 4.9 (Agua, 1:1); 
contenido materia orgánica 4.3 % (Walkley y Black); Al 0.9 cmolc kg-1 (KCl 1 M) ; Ca, Mg, 
y K 1.3, 0.65, 0.14 cmolc kg-1 (Acetato de amonio 1 M), respectivamente; capacidad de 
intercambio catiónico efectiva 3 cmolc kg-1; P 13 mg kg-1 (Bray II); P soluble 0.03 mg L-1 
(0.01 M CaCl2); S 11 (Fosfato monocálcico 0.008 M); Fe, Mn, Cu y Zn 215, 10, 1, 14 mg 
kg-1 (Olsen-EDTA), respectivamente; B, no detectable (agua caliente). 
El pH del sustrato se ajustó a 6.0 a través del uso de carbonato de calcio (Uchida y Hue, 
2000) y la concentración de P en la solución se ajustó a un valor de 0.02 mg L-1, a través 
de una isoterma de adsorción de fosforo (Fox y Kamprath, 1970). 
Para el establecimiento de las plantas se utilizaron bolsas plásticas con capacidad para 
contener 2500 g de sustrato en base seca. 
3.3.2 Preparación del inóculo 
Rhizophagus fasciculatus (=Glomus fasciculatum) fue proporcionado por el Laboratorio 
de Ecología y Conservación Ambiental de la Universidad Nacional de Colombia, sede 
Medellín. El HM fue originalmente aislado de un cultivo de maíz en Fredonia-Antioquia. 
Se multiplicó en raíces de maíz, que fueron cultivadas en un sustrato compuesto de suelo 
y arena (2:1, V:V) durante 4 meses como se describe por Habte y Osorio (2001). El 
inóculo consistió de esporas, hifas extraradicales y fragmentos de raíces colonizadas; y 
se cuantificó el número de propágulos infectivos para evaluar la efectividad de éste, 
mediante la técnica del número más probable (NMP) (Figura 3-1) (Habte y Osorio, 2001; 
Porter, 1979). 
Para la cual se prepararon diluciones consecutivas (en base 10) del inóculo micorrizal 
usando como diluyente suelo estéril (pH 6.2; P soluble 0.02 mg L-1). La planta indicadora 
fue Leucaena leucocephala, se escogió por la alta dependencia micorrizal, fácil 
germinación y rápido crecimiento. El procedimiento consistió en depositar 270 g del suelo 
estéril en un vaso desechable y posteriormente adicionar 30 g de inóculo micorrizal y 
mezclar uniformemente (dilución 10-1). Luego, se tomó 30 g de la primera dilución (10-1) y 
se llevó a otro vaso (10-2) y se mezcló. Esta operación se realizó sucesivamente hasta 
obtener la dilución 10-5 usando en cada dilución cinco repeticiones. Las plantas se 
dejaron crecer en invernadero durante seis semanas. Al final del periodo de crecimiento 
se recogieron las raíces, se lavaron, se decoloraron, se tiñeron con Fucsina ácida y se 
observaron al estereoscopio (Phillips y Hayman, 1970; Brundrett et al., 1996; Giovanneti 
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y Mosse, 1980). En cada una de las diluciones se contabilizaron las repeticiones que 
exhibieron raíces colonizadas (+) y no colonizadas (-). Se utilizaron las tres últimas 
diluciones con al menos una repetición con valor positivo, se emplearon estos valores 
como p1 (5), p2 (5) y p3 (4), en orden descendente. Estos números se ubicaron en la 
tabla desarrollada por Cochran (1950) y el resultado obtenido (16) se multiplicó por factor 
de dilución intermedio (103), luego este valor se dividió por la cantidad del inóculo 
aplicado (30 g), dando como resultado 533 propágulos infectivos por gramo.  
 
Figura 3- 1: Técnica del número más probable. 
 
 
A. niger (As) continúa en el segundo experimento al demostrar su alta efectividad para 
disolver RP. Se multiplicó durante tres días a 28ºC en cajas de Petri con el medio YMA  
(composición en g L-1: extracto de levadura 4, extracto de malta 10, glucosa 4, agar 20) 
autoclavado (120ºC, 0.1 MPa, 15 min). Las colonias fueron retiradas de la superficie del 
agar con un asa estéril y luego suspendidas en agua desionizada estéril, la suspensión 
fue ajustada al tubo No. 5 de Mc Farland, y conservada en nevera a 4ºC para su 
posterior uso. A partir de la suspensión se cosecharon las esporas utilizando 10 mL de 
solución de Tween 80 al 0.1%. Se realizó el recuento en una cámara Neubauer hasta 
obtener la concentración final conocida (105 esporas mL-1).  
Azospirillum sp. (Azo) fue suministrado por Sobiotech S.A.S. Ésta fue originalmente 
aislada de un cultivo de maíz en Santa Elena-Antioquia. El microorganismo se multiplicó 
durante tres días a 32ºC en cajas de Petri con el medio específico para fijadores de N de 
vida libre (Dobereiner y Day, 1979) autoclavado (120ºC, 0.1 MPa, 15 min). Las colonias 
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fueron retiradas de la superficie del agar con un asa estéril y suspendidas en agua 
desionizada estéril, la suspensión fue ajustada al tubo No. 5 de la escala Mc Farland, y 
conservada en nevera a 4ºC para su posterior uso. Las concentración se cuantificó por el 
método de diluciones seriadas en base 10 y recuento en placa por el método de 
microgota (Doyle M et al., 2001). La concentración utilizada fue 7.64 Log 10 UFC mL-1. 
3.3.3 Plantas hospederas 
Semillas de maíz y fríjol cargamanto fueron tratadas con alcohol 70 % e hipoclorito de 
sodio 0.05 % y se enjuagaron varias veces con agua estéril. Estas se colocaron sobre 
toallas de papel húmedas estériles para germinar durante 2 días. Tres a cinco semillas 
germinadas se sembraron en cada bolsa. 
3.3.4 Tratamientos 
A las unidades experimentales se les aplicó 0 ó 300 mg kg-1 de RP acidulada (RPA) o no-
acidulada (RPNA). Esta dosis de fertilización fosfórica (300 mg kg-1 de RP) se estableció 
de acuerdo a lo reportado por Osorio y Habte (2013) en donde el efecto de la inoculación 
con Glomus fistulosum aumentó significativamente la captación de Pi y el crecimiento de 
Leucaena leucocephala cuando se añadió de 300-600 mg kg-1 de RP. Como fuente de P 
se usó la RP del Norte de Santander, esta se sostuvo para el presente experimento al 
afectar positivamente la concentración de P soluble en el medio, independiente del 
inóculo microbiano utilizado para dicha disolución. Además se quiso ver los efectos sobre 
las especies vegetales de la fertilización o no con RPA y RPNA. 
Las RP (acidulada y no-acidulada) fueron pasadas por un tamiz de 500 µm y retenidas 
en un tamiz de 250 µm. El contenido de P de las RP fue de 11 y 12.8 %, 
respectivamente; y al preparar una suspensión acuosa al 10 % la concentración de P 
soluble fue de 2.31 y 1.05 mg L-1, respectivamente. . 
Todas las unidades experimentales fueron inoculadas con 62.5 g de Rhizophagus 
fasciculatus/bolsa. El inóculo micorrizal se mezcló uniformemente con la mitad superior 
de las bolsas plásticas.  
Por otro lado, al sustrato se le aplicó o no 25 mL de los inóculos microbianos. Los 
inóculos fueron pipeteados directamente en los sitios de siembra. 
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Las plantas fueron cultivadas bajo luz natural en el invernadero de Sobiotech S.A.S., 
(6°15´07´´ N 75°25´42´´ W, altitud 2117 m) (Guarne, Antioquia, Colombia). El sustrato se 
mantuvo entre 50-60 % de su máxima capacidad de retención de agua. Semanalmente, 
20 mL de la solución nutritiva Hoagland -libre de P- fueron aplicados. 
3.3.5 Variables a medir 
El contenido de P foliar se monitoreó en función del tiempo, las medidas iniciaron el 
décimo día después de la germinación (ddg) y se repitió a intervalos de 15 días. Las 
plantas se cosecharon a los 60 ddg. La altura de las plantas se determinó midiendo la 
longitud desde el cuello de la raíz hasta la yema axial para el caso del fríjol cargamanto, y 
desde el cuello de la raíz hasta el fin del sistema caulinar para el caso del maíz. La parte 
aérea se secó a 70°C durante 48 horas y se determinó masa seca. El contenido de P de 
la parte aérea se determinó por el método azul molibdato (Murphy y Riley, 1962), luego 
de calcinarla a 500°C durante 3 horas en mufla y de disolver las cenizas en 1 mL de HCl 
1 M y 9 mL de agua destilada (Habte et al., 1987). Además, se observó la presencia de 
los microorganismos inoculados, en el caso de R. fasciculatus con el porcentaje de 
colonización; para esto, las raíces se aclararon con KOH al 10% (Phillips y Hayman, 
1970), durante 24 horas a temperatura ambiente; se enjuagaron con abundante agua y 
se acidificaron con HCl al 10% durante 5 minutos. Posteriormente, las raíces se tiñeron 
con fuscina acida al 0,15% (Brundrett et al., 1996), durante 48 horas; el exceso de 
colorante se removió con una solución de lacto-glicerol (63 mL de glicerina, 63 mL de 
agua y 874 mL de ácido láctico) durante 24 horas. Las raíces fueron almacenadas en 
glicerina acidificada hasta su evaluación al estereomicroscopio. La colonización 
micorrizal se determinó a través del método de intersección de la cuadrícula (Giovanneti 
y Mosse, 1980) y para el caso de A. niger y Azospirillum sp. se determinó su presencia 
en las raíces (rizoplano), esta fue evaluado en 20 fragmentos de raíces de 1 cm, el cual 
fue tomado de manera aleatoria en cada planta (Osorio y Habte, 2013; Hallman et al., 
2006). Los fragmentos de raíces fueron transferidos a cajas Petri con medios específicos 
por grupo funcional (Osorio, 2008; Dobereiner y Day, 1979). Luego de tres días, se contó 
en cuantos fragmentos de raíces hubo presencia de los microorganismos y se expresó 
en porcentaje.  
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Esta metodología se usó para determinar la presencia de los microorganismos asociados 
con la superficie de la raíz (rizoplano) de las especies vegetales, y comprobar que se 
haya establecido asociación entre los microorganismos evaluados y ellas. 
En la rizósfera existe una considerable densidad poblacional de microorganismos, 
pudiendo alcanzar valores superiores a 109 células por cm3. Los valores máximos, por lo 
general, se encuentran en el rizoplano y descienden al alejarse de la superficie radical 
(Johansson et al., 2004).  
3.3.6 Diseño experimental y análisis de datos 
El diseño experimental fue completamente al azar, los tratamientos consistieron en una 
combinación factorial 3×2×2 [3 niveles de RP: 0 y 300 mg kg-1 de RPA o RPNA; 2 niveles 
de inoculación de A. niger: As+, As-; 2 niveles de inoculación Azospirillum sp.: Azo+, Azo-
]. Cada tratamiento tuvo cinco repeticiones. Los datos obtenidos fueron estadísticamente 
analizados usando análisis de varianza y la prueba de rangos múltiples de Duncan para 
determinar la separación de medias. El nivel de significancia (p) fue ≤ 0.05. Para todos 
los casos los análisis estadísticos se realizaron con el paquete estadístico Statgraphics 
Centurion XV (StatPoint, Inc., Herdon, Virginia, EE.UU.). 
3.4 Resultados 
El efecto de los tratamientos con RP y A. niger afectó, significativamente, la nutrición y el 
crecimiento de plantas de maíz micorrizadas (Tabla 3-1). 
 


































































10 25 40 55 10 25 40 55 
A: Azo N.S. N.S. 0.000 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. 
B: As N.S. 0.008 0.009 0.000 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. 0.006 
C: RP 0.020 0.010 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. 0.023 N.S. N.S. 0.043 N.S. 0.004 
AXB N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. 
AXC N.S. N.S. N.S. 0.010 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. 
BXC N.S. N.S. 0.034 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. 0.027 N.S. N.S. N.S. 
AXBXC N.S. N.S. N.S. 0.010 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. 
N.S.
: No significativo 
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La altura del maíz aumentó significativamente (p<0.05) con el tipo de RP empleada. Al 
aplicar RPNA se obtuvo un altura de 32.3 cm que fue significativamente superior a la 
altura de las plantas fertilizadas con RPA (26.9 cm) o no fertilizadas (24.8 cm); entre 
estas, no hubo diferencia significativa (Figura 3-2). Por otro lado, no se presentaron 
efectos significativos en la altura en función de la inoculación con Azospirillum sp. (Azo), 
A. niger (As) y las interacciones posibles (AzoxAs; AzoxRP; AsxRP; AzoxAsxRP) (Tabla 
3-1). 
 
Figura 3- 2: Altura (cm) de plantas de maíz micorrizadas en función del tipo de RP 
aplicada. Las barras representan el error estándar. Las columnas con letras diferentes 




La masa seca aérea (MSA) del maíz fue significativamente mayor al inocular con A. niger 
(Figura 3-3). Así, la MSA de las plantas no inoculadas fue en promedio 3.9 g/planta; 
mientras que al inocular con A. niger (As+) la MSA fue 6.6 g/planta, lo cual representa un 
incremento de 68%. Igualmente, la MSA fue afectada significativamente por el tipo de RP 
aplicada: 7.4 g/planta al aplicar RPNA, 4.4 g/planta con RPA y 3.9 g sin aplicación de RP 
(Figura 3-4). Con respecto al control (SIN), la adición de RPNA fue del 88%, mientras que 
con RPA 12%. Los resultados estadísticos indican que no hubo efectos significativos en 
la MSA en función de la inoculación con Azospirillum sp. y las interacciones posibles 
(AzoxAs; AzoxRP; AsxRP; AzoxAsxRP) (Tabla 3-1). 
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Figura 3- 3: Masa seca aérea (MSA) (g) de plantas de maíz micorrizadas en función de 
la inoculación o no de A. niger. Las barras representan el error estándar. Las columnas 
con letras diferentes son significativamente diferentes entre sí, según la prueba de 
rangos múltiples de Duncan (p<0.05). 
 
 
Figura 3- 4: Masa seca aérea (MSA) (g) de plantas de maíz micorrizadas en función del 
tipo de RP aplicada. Las barras representan el error estándar. Las columnas con letras 
diferentes son significativamente diferentes entre sí, según la prueba de rangos múltiples 
de Duncan (p<0.05). 
 
 
La presencia de Azospirillum sp. en las raíces (rizoplano) de maíz fue significativamente 
mayor en aquellas inoculadas con Azospirillum sp. (Azo+: 73%) que en las no-inoculadas 
(Azo-: 42%) (Figura 3-5). Al inocular con A. niger, la presencia de Azospirillum sp. en las 
raíces de maíz fue reducida desde 65% (As-) a 50% (As+) (Figura 3-6). 
 
Capítulo 3 49 
 
Figura 3- 5: Presencia de Azospirillum sp. (%) en raíces de plantas de maíz micorrizadas 
en función de la inoculación o no de Azospirillum sp. Las barras representan el error 
estándar. Las columnas con letras diferentes son significativamente diferentes entre sí, 
según la prueba de rangos múltiples de Duncan (p<0.05). 
 
 
Figura 3- 6: Presencia de Azospirillum sp. (%) en raíces de plantas de maíz micorrizadas 
en función de la inoculación o no de A. niger. Las barras representan el error estándar. 
Las columnas con letras diferentes son significativamente diferentes entre sí, según la 
prueba de rangos múltiples de Duncan (p<0.05). 
 
 
La presencia de A. niger fue significativamente mayor cuando se inoculó (As+: 32.7%) 
con este hongo que en las plantas control no-inoculadas (As-: 12.7%), lo cual representa 
un incremento de 2.58 veces (Figura 3-7). 
 
50 Interacciones entre un microorganismo solubilizador de fósforo, una bacteria fijadora de 
nitrógeno y un hongo micorrizal sobre la nutrición y el crecimiento vegetal 
 
Figura 3- 7: Presencia de A. niger (%) en raíces de plantas de maíz micorrizadas en 
función de la inoculación o no de A. niger. Las barras representan el error estándar. Las 
columnas con letras diferentes son significativamente diferentes entre sí, según la prueba 
de rangos múltiples de Duncan (p<0.05). 
 
 
Las plantas de maíz inoculadas o no con A. niger y Azospirillum sp. exhibieron 
comportamientos similares a la fertilización o no con RP. El contenido de P foliar (µg 
disco-1) disminuyó inicialmente, pero a partir del 25 ddg (día después de la germinación) 
se incrementó progresivamente hasta la cosecha (Figura 3-8). 
Para el 55 ddg se encontró que hubo un mayor contenido de P en la muestra foliar al 
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Figura 3- 8: Contenido P foliar (µg disco-1) en plantas de maíz micorrizadas fertilizadas 
con RP: (a) 0 mg.kg-1; (b) 300 mg.kg-1 RPNA; (c) 300 mg.kg-1 RPA. Inoculada o no con A. 
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Figura 3- 9: Contenido de P foliar (µg disco-1) al 55 ddg en plantas de maíz micorrizadas 
en función del tipo de RP aplicada. Las barras representan el error estándar. Las 
columnas con letras diferentes son significativamente diferentes entre sí, según la prueba 
de rangos múltiples de Duncan (p<0.05). 
 
 
Las plantas inoculadas con A. niger exhibieron comportamientos similares a las plantas 
no-inoculadas (control) cuando se fertilizó o no con RPA. Cuando se fertilizó con RPNA la 
concentración de P foliar (%) disminuyó progresivamente a lo largo del tiempo, siendo 
significativamente mayor para el 25 ddg (Figura 3-11), con un incremento del 100% (As-
:0.13%; As+: 0.26%). 
Cuando el maíz fue inoculado con Azospirillum sp., sin fertilización fosfórica, la 
concentración de P foliar disminuyó con el tiempo. Sin embargo, cuando se fertilizó con 
RP la concentración de P foliar se redujo inicialmente, pero luego se incrementó para el 
40 ddg y siguió disminuyendo hasta la cosecha.  
En las plantas inoculadas con ambos microorganismos, la concentración de P foliar se 
mantuvo en el tiempo hasta el 40 ddg, reduciéndose hasta la cosecha, cuando se fertilizó 
o no con RPNA. Cuando se fertilizó con RPA la concentración de P foliar disminuyó 
paulatinamente con el tiempo (Figura 3-10). 
Para el 40 ddg se encontró que hubo un mayor concentración de P foliar al aplicar la 
RPNA (0.12%) que con los controles no fertilizados (0.10%) (Figura 3-12). 
 
 
Capítulo 3 53 
 
Figura 3- 10: Concentración de P foliar (%) en plantas de maíz micorrizadas fertilizadas 
con RP: (a) 0 mg.kg-1; (b) 300 mg.kg-1 RPNA; (c) 300 mg.kg-1 RPA. Inoculada o no con A. 
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Figura 3- 11: Concentración de P foliar (%) 25 ddg en plantas de maíz micorrizadas en 
función de la inoculación o no de A. niger y del tipo de RP aplicada. Las barras 
representan el error estándar. La columna con asterisco (*) indica diferencia significativa 
entre la inoculación dada y la RP (mínima diferencia significativa de Fisher, p<0.05). 
 
 
Figura 3- 12: Concentración de P foliar (%) al 40 ddg en plantas de maíz micorrizadas en 
función del tipo de RP aplicada. Las barras representan el error estándar. Las columnas 
con letras diferentes son significativamente diferentes entre sí, según la prueba de 
rangos múltiples de Duncan (p<0.05). 
 
 
El contenido de P aéreo final (CPAF) (mg/planta) fue significativamente mayor al inocular 
con A. niger (Figura 3-13). Los valores fueron As- 4.26 mg/planta y As+ 8.05 mg/planta, 
que equivale a un incremento del 89%. 
Capítulo 3 55 
 
La adición de RP afectó significativamente el CPAF, así: control 4.11 mg/planta, RPA 
4.92 mg/planta y RPNA 9.43 mg/planta. El valor correspondiente a la RPNA fue 
significativamente mayor (Figura 3-14). 
Por otro lado, no se presentaron efectos significativos en el CPAF en función de la 
inoculación con Azospirillum sp. y las interacciones posibles (AzoxAs; AzoxRP; AsxRP; 
AzoxAsxRP) (Tabla 3-1). 
 
Figura 3- 13: Contenido de P aéreo final (mg planta-1) en plantas de maíz micorrizadas 
en función de la inoculación o no de A. niger. Las barras representan el error estándar. 
Las columnas con letras diferentes son significativamente diferentes entre sí, según la 
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Figura 3- 14: Contendido de P aéreo final (mg planta-1) en plantas de maíz micorrizadas 
en función del tipo de RP aplicada. Las barras representan el error estándar. Las 
columnas con letras diferentes son significativamente diferentes entre sí, según la prueba 
de rangos múltiples de Duncan (p<0.05). 
 
 
El efecto de los tratamientos con RP, A. niger y su interacción afectó, significativamente, 
la nutrición y el crecimiento de plantas de fríjol micorrizadas (Tabla 3-2). 
 
Tabla 3-2: Niveles de significancia del análisis de varianza para fríjol. 
 
 
La altura del fríjol fue significativamente mayor al inocular con A. niger (29.2 cm) que con 
el control no-inoculado (24.7 cm) (Figura 3-15), lo cual representa un incremento de 18%. 

































































10 25 40 55 10 25 40 55 
A: Azo N.S. N.S. 0.000 N.S. 0.008 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. 
B: As 0.031 0.001 N.S. 0.008 N.S. N.S. 0.027 N.S. 0.043 N.S. 0.023 N.S. 0.024 
C: RP 0.011 0.003 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. 0.019 N.S. N.S. N.S. N.S. 0.003 
AXB N.S. N.S. N.S. N.S. 0.046 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. 
AXC N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. 0.002 N.S. N.S. N.S. 
BXC N.S. 0.036 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. 0.000 N.S. N.S. 0.038 
AXBXC N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. 0.001 N.S. N.S. N.S. 
N.S.
: No significativo 
 
Capítulo 3 57 
 
aplicar la RPNA la altura fue 31.2 cm, la cual fue significativamente mayor que con la 
RPA (26 cm) y el control sin adición de RP (23.6 cm) (Figura 3-16). 
Por otro lado, no se presentaron efectos significativos en la altura en función de la 
inoculación con Azospirillum sp. y las interacciones AzoxAs; AzoxRP; AsxRP; 
AzoxAsxRP (Tabla 3-2). 
 
Figura 3- 15: Altura (cm) de plantas de fríjol micorrizadas en función de la inoculación o 
no de A. niger. Las barras representan el error estándar. Las columnas con letras 
diferentes son significativamente diferentes entre sí, según la prueba de rangos múltiples 
de Duncan (p<0.05). 
 
 
Figura 3- 16: Altura (cm) de plantas de fríjol micorrizadas en función del tipo de RP 
aplicada. Las barras representan el error estándar. Las columnas con letras diferentes 
son significativamente diferentes entre sí, según la prueba de rangos múltiples de 
Duncan (p<0.05). 
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La masa seca aérea (MSA) del fríjol fue afectada significativamente por los tratamientos 
con RP, As y la interacción RPxAs (Tabla 3-2). Así, la MSA fue significativamente mayor 
(37%) (p<0.05) cuando se inoculó con A. niger (As+: 2.6 g/planta) que cuando no fue 
inoculado (As-: 1.9 g/planta) (Figura 3-17), independiente del efecto de la aplicación con 
RP. Igualmente, la MSA fue afectada por el tipo de RP aplicada; cuando ésta no fue 
acidulada (NA), la MSA fue 2.6 g/planta, con RPA y sin aplicar RP los valores fueron 
significativamente más bajos (RPA: 2.3 g/planta, SIN RP: 1.8 g/planta) (Figura 3-18). 
Lo más relevante es que la MSA del fríjol fue afectada por la interacción RPxAs (Figura 
3-19). Los análisis indican que la MSA fue significativamente mayor al inocular con A. 
niger (As+: 3.32 y As-: 1.96 g/planta) solo cuando se aplicó la RP no-acidulada (RPNA); 
esto representa un incremento del 70%. No se detectaron efectos significativos con la 
inoculación al aplicar RPA ni en ausencia de RP. 
 
Figura 3- 17: Masa seca aérea (MSA) (g) de plantas de fríjol micorrizadas en función de 
la inoculación o no de A. niger. Las barras representan el error estándar. Las columnas 
con letras diferentes son significativamente diferentes entre sí, según la prueba de 
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Figura 3- 18: Masa seca aérea (MSA) (g) de plantas de fríjol micorrizadas en función del 
tipo de RP aplicada. Las barras representan el error estándar. Las columnas con letras 
diferentes son significativamente diferentes entre sí, según la prueba de rangos múltiples 
de Duncan (p<0.05). 
 
 
Figura 3- 19: Masa seca aérea (MSA) (g) de plantas de fríjol micorrizadas en función de 
la inoculación o no de A. niger y del tipo de RP aplicada. Las barras representan el error 
estándar. La columna con asterisco (*) indica diferencia significativa entre la inoculación 
dada y la RP (mínima diferencia significativa de Fisher, p<0.05). 
 
 
La presencia de Azospirillum  sp. en las raíces (rizoplano) de las plantas de fríjol fue 
significativamente mayor en aquellas inoculadas (Azo+: 52.5%) que en las no-inoculadas 
(Azo-: 11.2%), lo cual representa un incremento de 4.69 veces (Figura 3-20).  
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Figura 3- 20: Presencia de Azospirillum sp. (%) en raíces de plantas de fríjol 
micorrizadas en función de la inoculación o no de Azospirillum sp. Las barras representan 
el error estándar. Las columnas con letras diferentes son significativamente diferentes 
entre sí, según la prueba de rangos múltiples de Duncan (p<0.05). 
 
 
La presencia de A. niger en las raíces (rizoplano) de las plantas de fríjol fue 
significativamente mayor en raíces inoculadas con este hongo (As+:17.3%) que en las 
no-inoculadas (As-: 9.5%), lo cual representa un incremento de 82% (Figura 3-21).  
 
Figura 3- 21: Presencia de A. niger (%) en raíces de plantas de fríjol micorrizadas en 
función de la inoculación o no de A. niger. Las barras representan el error estándar. Las 
columnas con letras diferentes son significativamente diferentes entre sí, según la prueba 
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Las plantas de fríjol inoculadas con A. niger exhibieron comportamientos similares a la 
fertilización o no con RP. El contenido de P foliar (µg disco-1) disminuyó inicialmente, pero 
a partir del 25 ddg se incrementó progresivamente hasta el 40 ddg. 
El contenido de P en la muestra foliar al 40 ddg fue significativamente mayor al inocular 
A. niger (As-: 2.14 µg disco-1; As+: 2.58 µg disco-1), lo cual representa un incremento de 
20% (Figura 3-23). 
Cuando fue inoculado con Azospirillum sp., y fertilizado o no con RP, el contenido de P 
foliar se redujo inicialmente, pero luego se incrementó para el 25 ddg y siguió 
aumentando hasta la cosecha, mostrando un patrón similar al control.  
En las plantas inoculadas con ambos microorganismos, el contenido de P foliar mostró 
un patrón similar al de las plantas inoculadas con A. niger, cuando el sustrato no fue 
fertilizado (SIN RP). Cuando se fertilizó con RP, el contenido de P foliar aumento 
paulatinamente con el tiempo a partir del 25 ddg hasta la cosecha (Figura 3-22). 
Para el 55 ddg se encontró que hubo un mayor contenido de P en la muestra foliar al 
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Figura 3- 22: Contenido P foliar (µg disco-1) en plantas de fríjol micorrizadas fertilizadas 
con RP: (a) 0 mg.kg-1; (b) 300 mg.kg-1 RPNA; (c) 300 mg.kg-1 RPA. Inoculada o no con A. 
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Figura 3- 23: Contenido de P foliar (µg disco-1) al 40 ddg en plantas de fríjol micorrizadas 
en función de la inoculación o no de A. niger. Las barras representan el error estándar. 
Las columnas con letras diferentes son significativamente diferentes entre sí, según la 
prueba de rangos múltiples de Duncan (p<0.05). 
 
 
Figura 3- 24: Contenido de P foliar (µg disco-1) al 55 ddg en plantas de fríjol micorrizadas 
en función del tipo de RP aplicada. Las barras representan el error estándar. Las 
columnas con letras diferentes son significativamente diferentes entre sí, según la prueba 
de rangos múltiples de Duncan (p<0.05). 
 
 
Las plantas inoculadas con A. niger exhibieron comportamientos similares cuando se 
fertilizó o no con RP. La concentración de P foliar (%) aumentó progresivamente del 25-
40 ddg. 
La concentración de P foliar para el 25 ddg fue significativamente mayor al inocular con 
A. niger; pero, solamente si el suelo se fertilizó con RPNA (Figura 3-26). Dicho 
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incremento fue del 31% (As-:0.11%; As+: 0.15%). Para el 40 ddg, la concentración de P 
foliar fue significativamente mayor al inocular A. niger (As-:0.19%; As+:0.24%), 
independiente de la fertilización, lo cual representa un incremento del 28% (Figura 3-27). 
Cuando el fríjol fue inoculado con Azospirillum sp., fertilizado o no con RP, la 
concentración de P foliar se redujo inicialmente, pero luego se incrementó a partir del 25 
ddg hasta la cosecha.  
En las plantas inoculadas con ambos microorganismos, la concentración de P foliar 
aumentó del 25-40 ddg, reduciéndose hasta la cosecha, cuando no se fertilizó con RP. 
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Figura 3- 25: Concentración de P foliar (%) en plantas de fríjol micorrizadas fertilizadas 
con RP: (a) 0 mg.kg-1; (b) 300 mg.kg-1 RPNA; (c) 300 mg.kg-1 RPA. Inoculada o no con A. 
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Figura 3- 26: Concentración de P foliar (%) 25 ddg en plantas de fríjol micorrizadas en 
función de la inoculación o no de A. niger y del tipo de RP aplicada. Las barras 
representan el error estándar. Las columnas con asterisco (*) indican diferencias 




Figura 3- 27: Concentración de P foliar (%) al 40 ddg  en plantas de fríjol micorrizadas en 
función de la inoculación de A. niger. Las barras representan el error estándar. Las 
columnas con letras diferentes son significativamente diferentes entre sí, según la prueba 
de rangos múltiples de Duncan (p<0.05). 
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El contenido de P aéreo final (CPAF) (mg planta-1) fue significativamente mayor al 
inocular con A. niger (Figura 3-28). En fríjol As- el valor fue de 4.45 mg planta-1 y con As+ 
fue de 6.37 mg planta-1, lo cual representa un incremento del 43%.  
La adición de RP afecto significativamente el CPAF, así: en fríjol los valores fueron 
control no fertilizado 3.85 mg planta-1, RPA 4.98 mg planta-1 y RPNA 7.39 mg planta-1. 
Siendo significativamente mayor el valor correspondiente a la RPNA (Figura 3-29). 
Adicionalmente, presentó una interacción significativa RPxAs. El CPAF se incrementó 
únicamente al inocular con A. niger en el suelo fertilizado con RPNA y no con los otros 
tratamientos (RPA y control). Para esta interacción, los valores fueron RPNAxAs-: 4.89  
mg planta-1, mientras que con RPNAxAs+: 9.90  mg planta-1. Esto representa un 
incremento de 2.02 veces más P absorbido con el tratamiento con A. niger (Figura 3-30). 
 
Figura 3- 28: Contenido de P aéreo final (mg planta-1) en plantas de fríjol micorrizadas en 
función de la inoculación o no de A. niger. Las barras representan el error estándar. Las 
columnas con letras diferentes son significativamente diferentes entre sí, según la prueba 
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Figura 3- 29: Contenido de P aéreo final (mg planta-1) en plantas de fríjol micorrizadas en 
función del tipo de RP aplicada. Las barras representan el error estándar. Las columnas 
con letras diferentes son significativamente diferentes entre sí, según la prueba de 
rangos múltiples de Duncan (p<0.05). 
 
 
Figura 3- 30: Contenido de P aéreo final (mg planta-1) en plantas de fríjol micorrizadas en 
función de la inoculación o no de A. niger y del tipo de RP aplicada. Las barras 
representan el error estándar. La columna con asterisco (*) indica diferencia significativa 
entre la inoculación dada y la RP (mínima diferencia significativa de Fisher, p<0.05). 
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3.5 Discusión 
Los resultados obtenidos permitieron demostrar claramente la hipótesis de que la 
nutrición y el crecimiento de plantas de maíz y fríjol micorrizadas dependen del efecto 
interactivo de los tratamientos con RP y A. niger, pero no con el Azospirillum sp.  
Los efectos positivos debido a la fertilización de especies micorrizadas con RP en suelos 
tropicales se ha discutido extensamente (Takacs et al., 2006; Lange y Vleck, 2000; Ba y 
Guissou, 1996; Manjunath et al., 1989). Es bien conocido que las RP pueden variar 
mucho en eficiencia agronómica (Sale y Mokwunye, 1993). Reactividad es el término 
comúnmente usado para describir la efectividad agronómica de una RP dada y es 
definida como la combinación de RP y las propiedades del suelo que determinan su 
velocidad de disolución (Rajan et al., 1996). El uso de MSP y HM se ha propuesto como 
un mecanismo de bajo costo y bajo consumo de energía para ayudar a incrementar la 
efectividad agronómica de la RP (Gyaneshwar et al., 2002; Richardson, 2001). Los MSP 
solubilizan fosfatos insolubles, aumentando el P disponible en la solución del suelo 
(Selvakujmar et al., 2013; Oberson et al., 2001). Por otro lado, la simbiosis micorrizal es 
reconocida por su capacidad de incrementar la captación de nutrientes, principalmente 
de P (Tinker et al., 1992). La captación de P del suelo por los HM y la subsiguiente 
translocación y transferencia a la planta huésped permite tener un mayor crecimiento y 
concentración foliar de P (Osorio, 2011).  
En este trabajo fue claro que la adición de RPNA sola fue eficaz para mejorar la 
absorción de P y el crecimiento de las plantas micorrizadas de maíz y fríjol con respecto 
al control sin RP; esto no ocurrió con la RPA. Así mismo, la inoculación con A. niger por 
sí sola incrementó el crecimiento (MSA) y la absorción de P de las plantas de maíz y 
fríjol. Sin embargo, se detectó un interacción significativa entre la adición de RP y la 
inoculación con A. niger (RPxAs) en fríjol, pero no en maíz. Así en fríjol, el efecto fue 
significativo si se utilizó la RPNA con A. niger y no con la RPA. Esto puede ser debido a 
la diferencia en la liberación de P por parte de las RP evaluadas. La RPA posee una 
fracción de P asimilable y de liberación inmediata lo que conlleva a su rápida fijación. En 
cambio, la RPNA tiene una liberación controlada de P, lo que reduce la precipitación y/o 
lixiviación de este elemento. 
En el presente trabajo la eficacia de Azospirillum sp. no fue detectada en ninguna de las 
variables de medición, pero su presencia si fue confirmada en las raíces (rizoplano) de 
ambas especies vegetales. Esto puede estar relacionado con la fertilización (Solución 
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nutritiva Hoagland -libre de P-) ya que se ha reportado que altas concentraciones de N 
inhiben la actividad de la nitrogenasa (Shresta y Maskey, 2005; Rao, 1976). Según los 
reportes realizados por Shresta y Maskey (2005) señalan que la fertilización entre 20 a 
100 kg de N ha-1 reduce la fijación de N entre un 75 a 85%, mientras que Martensson et 
al. (2009) y Rao (1976) indicaron que la aplicación de bajos niveles de N (40 kg N ha-1), 
mejora la actividad de la enzima nitrogenasa. 
En cuanto a la interacción de Azospirillum sp con HM, Saini et al. (2004), Vásquez et al. 
(2000) y Toro et al. (1996), reportaron que dicha interacción afecta positivamente el 
desarrollo de las especies vegetales. Esto indica la posibilidad de que haya 
compatibilidad funcional entre estos dos tipos de microorganismos (Azcón et al., 1991). 
La hifa micorrizal libera compuestos carbonáceos a su alrededor y Azospirillum sp. utiliza 
estos compuestos como fuente de carbono y en contraparte proporciona NH3 a las 
plantas (Saharan y Nehra, 2011). Además, Azospirillum sp. puede colonizar la superficie 
de la raíz e inducir cambios morfológicos que le den a las plantas un mejor acceso a los 
nutrientes (Okon y Kapulnik, 1986) o promover el crecimiento de las plantas a través de 
diversos mecanismos (Dobbelaere et al., 2003). 
Osorio (2010) sugiere que en presencia de simbiosis micorrizal se favorece el 
establecimiento de interacciones con otros microorganismos benéficos y se incrementan 
los beneficios que estos brindan. 
Vale la pena mencionar que, en el presente trabajo, no se observaron resultados 
significativos cuando se co-inoculo Azospirillum sp. y A. niger. En contraste, Valverde et 
al. (2006) y Sahin et al. (2004) encontraron que la inoculación combinada de MSP y BFN 
fue más efectiva que la inoculación individual en la promoción del crecimiento vegetal y 
en proporcionar una nutrición más equilibrada para los distintos cultivos. 
En el caso del maíz micorrizado se encontró una reducción de la presencia de 
Azospirillum sp. en raíces cuando A. niger fue inoculado; esto, posiblemente, a 
competencia por fuentes de energía. Por lo tanto, los efectos de la inoculación con MSP 
y BFN deberían ser siempre corroborados bajo diferentes condiciones ambientales con el 
fin de establecer las condiciones adecuadas para el favorecimiento de la interacción. 
La eficacia de los microorganismos del suelo, como modificadores de la fertilidad del 
suelo y facilitadores del establecimiento de las plantas, clásicamente, ha sido 
comprobada por medición de los cambios en el estado nutricional y el desarrollo de la 
planta (Semmartin et al., 2010; Thomson et al., 2010). 
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Entender las funciones e interacciones de dichos microorganismos es relevante para 
establecer un manejo biotecnológico de los nutrientes del suelo, y de esta forma 
incrementar la productividad vegetal y cuidar el ambiente. Futuras investigaciones 
deberían centrarse en la interacción funcional entre A. niger y R. fasciculatus, para 
mejorar la disponibilidad de fósforo, y facilitar la absorción de éstos por las plantas. 
Además del empleo de fuentes fosfóricas de lenta liberación, ya que de esta manera se 
reducirían los riesgos ambientales provocados a causa de la excesiva fertilización.  
Por otro lado, se podría evaluar la fertilización nitrogenada (fuentes, dosis) sobre los 
efectos en el crecimiento y la nutrición en plantas inoculadas con Azospirillum sp. En el 
caso de las leguminosas (fríjol), evaluar la compatibilidad funcional A. niger, R. 
fasciculatus y Rhizobium. 
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A. Anexo: Valores de cada una de 
las variables respuesta para cada 
uno de los tratamientos – Disolución 
in vitro de RP por MSP 
 
Inóculo RP Tratamiento
As Santander T1R2 3,6 3,6 3,5 95 99 103 0,0385 0,0342 0,0299
As Boyacá T1R3 3,6 3,6 3,6 79 88 97 0,0392 0,0379 0,0366
AsPn Santander T2R2 3,8 3,7 3,7 48 61 73 0,0413 0,0359 0,0306
AsPn Boyacá T2R3 3,7 3,7 3,6 41 42 43 0,0415 0,0412 0,0408
AsB Santander T3R2 3,7 3,6 3,6 78 74 70 0,0341 0,0287 0,0233
AsB Boyacá T3R3 3,7 3,7 3,7 87 72 56 0,0348 0,0313 0,0278
AsAt Santander T4R2 3,7 3,6 3,5 79 93 106 0,0325 0,0298 0,0272
AsAt Boyacá T4R3 3,7 3,7 3,7 65 61 56 0,0387 0,0328 0,0269
AsPnB Santander T5R2 3,5 3,7 3,8 100 69 37 0,0369 0,0297 0,0225
AsPnB Boyacá T5R3 3,8 3,7 3,6 38 36 34 0,0515 0,0458 0,0402
AsPnAt Santander T6R2 3,8 3,8 3,8 52 46 40 0,0364 0,0305 0,0247
AsPnAt Boyacá T6R3 3,8 3,7 3,7 40 33 26 0,0379 0,0357 0,0335
AsBAt Santander T7R2 3,7 3,6 3,6 78 76 74 0,0270 0,0242 0,0214
AsBAt Boyacá T7R3 3,7 3,8 3,8 63 52 40 0,0301 0,0264 0,0226
AsPnBAt Santander T8R2 3,7 3,8 3,8 48 55 61 0,0386 0,0314 0,0242
AsPnBAt Boyacá T8R3 3,7 3,6 3,6 64 55 46 0,0505 0,0456 0,0407
Pn Santander T9R2 4,1 4,0 3,7 27 22 33 0,0179 0,0188 0,0197
Pn Boyacá T9R3 3,9 3,9 3,9 10 18 14 0,0228 0,0232 0,0234
B Santander T10R2 4,3 4,2 5,0 3 4 1 0,0097 0,0089 0,0085
B Boyacá T10R3 5,1 4,5 4,0 23 23 23 0,0084 0,0089 0,0097
PnB Santander T11R2 4,1 3,6 4,1 4 5 6 0,0190 0,0263 0,0235
PnB Boyacá T11R3 4,0 3,8 3,9 20 23 16 0,0269 0,0277 0,0285
PnAt Santander T12R2 3,6 4,0 4,1 7 10 12 0,0207 0,0234 0,0260
PnAt Boyacá T12R3 4,0 3,9 3,9 24 27 22 0,0220 0,0287 0,0254
PnBAt Santander T13R2 4,1 4,0 4,0 20 16 23 0,0164 0,0253 0,0202
PnBAt Boyacá T13R3 4,0 4,0 3,7 10 17 15 0,0195 0,0251 0,0247
BAt Santander T14R2 4,2 4,1 4,1 19 13 11 0,0088 0,0153 0,0160
BAt Boyacá T14R3 4,1 3,9 4,0 10 9 6 0,0160 0,0151 0,0157
At Santander T15R2 4,3 4,2 4,1 9 11 7 0,0111 0,0135 0,0158
At Boyacá T15R3 4,1 3,7 4,0 7 5 6 0,0159 0,0073 0,0244
Control Santander T16R2 5,6 4,8 5,1 20 17 18 0,0065 0,0049 0,0062
Control Boyacá T16R3 5,3 4,4 5,4 15 13 19 0,0096 0,0071 0,0072




B. Anexo: Valores de cada una de 
las variables respuesta para cada 
uno de los tratamientos – Efecto de 
la inoculación con un HSP y una BFN 
sobre el desarrollo de plántulas maíz 
















1 1 A 31 21 31 32 19 7,10 2,48 4,78 5,38 3,33 70 0 50 100 90 30 40 90 60 40
1 1 NA 52 51 29 27 22 15,39 22,75 5,19 5,26 6,22 60 40 50 90 70 10 20 0 10 0
1 1 SIN 27 25 30 28 23 2,18 4,52 6,91 5,48 2,73 100 90 50 60 50 40 30 60 20 10
1 0 A 24 40 30 27 25 1,97 6,95 6,30 3,34 1,77 100 50 70 90 60 20 20 10 10 10
1 0 NA 28 30 33 25 36 4,39 5,43 6,23 4,06 6,06 90 100 100 80 70 10 10 30 0 10
1 0 SIN 18 20 25 20 25 2,35 2,69 4,82 4,63 3,60 80 80 90 60 100 30 40 0 0 30
0 1 A 33 23 32 19 29 6,90 1,56 7,59 3,94 7,06 0 10 30 30 50 30 30 20 30 30
0 1 NA 57 54 18 31 17 19,06 18,14 1,28 6,11 2,66 60 10 0 40 30 30 20 50 70 30
0 1 SIN 23 27 30 29 28 5,29 4,19 6,00 3,66 5,21 20 90 70 50 30 40 50 30 30 30
0 0 A 26 33 21 20 21 3,68 4,81 2,99 3,10 3,56 70 80 50 70 70 0 30 0 50 0
0 0 NA 26 31 23 30 25 5,64 5,20 3,00 3,98 2,67 50 40 40 70 50 0 0 30 20 20
0 0 SIN 23 15 27 29 2,65 1,30 3,28 4,52 30 40 20 20 0 0 0 0
RESULTADOS MAIZ
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27,3 17,1 8,16 23,3 5 1,20 1,20 2,10 1,10 1,30 0,50 0,60 0,60 0,50 0,50 1,20 0,89 0,35 0,33 0,64
17,1 17,7 24,5 31 23,3 1,20 2,60 0,90 1,00 1,20 1,20 1,40 0,60 0,60 0,80 1,15 1,37 1,02 0,67 0,97
19,4 22,5 18,2 18,6 19,8 1,00 1,10 1,00 1,40 1,20 0,60 0,50 0,80 0,80 0,80 0,29 1,08 1,02 1,34 0,70
22,5 21,2 21,5 18,4 25 1,20 1,50 1,10 1,20 1,40 0,80 0,60 0,30 0,30 0,80 0,88 0,81 1,40 0,56 0,72
5,13 18,2 20 5,94 32,8 1,30 1,30 1,10 1,30 1,40 0,60 0,40 0,70 0,40 0,60 0,54 0,94 1,16 1,19 0,59
13,6 22,1 22 14,3 27,3 3,80 1,60 0,70 1,40 1,10 1,50 0,50 0,60 0,50 0,50 0,65 0,73 1,20 1,11 0,61
16,7 12,5 7,61 20 11,8 1,00 1,20 1,40 1,10 1,00 0,90 0,30 0,40 0,90 0,80 0,97 1,00 1,10 0,96 1,05
17,2 10,5 30 15 25 3,20 2,50 1,00 1,20 1,30 1,70 1,70 0,40 0,40 0,50 1,00 1,27 0,62 0,58 0,59
20,8 18 14,3 10,3 35 1,00 1,30 1,50 1,20 1,00 0,40 0,90 0,50 0,90 0,60 0,48 0,64 0,73 0,56 0,78
5 37 25,5 20,5 18,5 1,10 1,20 1,40 1,10 0,80 0,60 0,50 0,40 0,60 0,50 1,10 1,43 0,89 0,75 0,62
15 5,13 12,5 7,32 13,7 1,60 1,00 1,60 1,40 1,30 0,60 0,60 0,40 0,60 0,90 0,96 0,48 0,48 0,49 0,35
13,6 22,2 20 16 1,10 1,10 1,20 1,50 1,40 0,40 0,50 0,70 0,70 0,60 0,46 0,43 4,67 0,40 0,37
RESULTADOS MAIZ
Presencia R. fasciculatus (%) Contenido P foliar 10 Contenido P foliar 25 Contenido P foliar 40
0,80 0,90 1,40 0,60 1,10 0,20 0,20 0,35 0,18 0,22 0,17 0,20 0,12 0,10 0,10 0,17 0,15 0,06 0,06 0,16
1,70 1,50 1,40 1,10 1,40 0,20 0,43 0,15 0,17 0,20 0,40 0,20 0,12 0,20 0,16 0,38 0,17 0,17 0,17 0,16
0,80 0,70 1,00 0,90 0,60 0,17 0,18 0,17 0,23 0,20 0,12 0,10 0,27 0,27 0,16 0,06 0,18 0,25 0,19 0,23
1,20 0,90 0,90 0,90 1,00 0,20 0,25 0,18 0,20 0,23 0,20 0,15 0,06 0,08 0,16 0,15 0,12 0,20 0,14 0,12
0,90 0,80 1,00 1,70 1,40 0,22 0,22 0,18 0,22 0,23 0,15 0,10 0,18 0,10 0,15 0,18 0,24 0,23 0,15 0,15
0,70 0,70 1,50 1,50 0,90 0,63 0,27 0,12 0,23 0,18 0,25 0,17 0,12 0,13 0,13 0,13 0,24 0,17 0,12 0,10
1,60 0,80 1,20 1,60 1,00 0,17 0,20 0,23 0,18 0,17 0,18 0,06 0,07 0,18 0,13 0,24 0,20 0,22 0,16 0,13
1,10 1,90 1,40 1,10 1,10 0,53 0,50 0,17 0,17 0,26 0,57 0,57 0,13 0,13 0,17 0,13 0,32 0,12 0,19 0,08
1,20 1,10 0,90 1,00 1,00 0,17 0,22 0,21 0,20 0,14 0,08 0,15 0,10 0,18 0,09 0,16 0,16 0,18 0,14 0,13
1,10 1,30 1,00 1,10 1,20 0,18 0,20 0,23 0,18 0,13 0,20 0,13 0,13 0,20 0,13 0,14 0,29 0,11 0,11 0,12
1,40 1,30 0,90 1,20 0,80 0,27 0,14 0,23 0,18 0,22 0,15 0,15 0,08 0,12 0,15 0,16 0,16 0,12 0,07 0,09
0,80 0,80 1,90 1,00 0,80 0,18 0,18 0,20 0,25 0,23 0,07 0,10 0,14 0,18 0,10 0,12 0,11 0,67 0,07 0,07
RESULTADOS MAIZ
Contenido P foliar 55
Concentración P foliar 
10
Concentración P foliar 
25
Concentración P foliar 
40
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0,10 0,11 0,16 0,08 0,12 7,1 2,8 7,4 4,0 4,1
0,15 0,14 0,16 0,09 0,14 23,8 31,0 8,1 4,8 8,7
0,07 0,08 0,11 0,13 0,10 1,5 3,5 7,7 7,0 2,7
0,11 0,09 0,10 0,11 0,10 2,1 6,3 6,3 3,8 1,8
0,10 0,09 0,10 0,15 0,12 4,4 4,8 6,2 6,3 7,1
0,07 0,07 0,14 0,13 0,09 1,6 1,9 6,6 5,8 3,2
0,15 0,07 0,10 0,16 0,10 10,0 1,1 7,6 6,3 7,1
0,09 0,16 0,14 0,12 0,11 17,5 28,7 1,8 7,5 2,9
0,12 0,11 0,10 0,11 0,11 6,3 4,6 6,0 4,1 5,8
0,10 0,13 0,10 0,11 0,12 3,7 6,3 3,0 3,4 4,3
0,14 0,13 0,10 0,12 0,10 7,9 6,8 3,0 4,8 2,7
0,09 0,08 0,14 0,11 0,09 2,4 1,0 0,0 3,6 4,0
RESULTADOS MAIZ




1 1 A 22 23 39 30 16 1,89 2,64 2,47 2,89 2,43 65 40 65 80 70 15 40 10 5 15
1 1 NA 41 65 23 25 25 4,54 5,78 1,50 2,20 1,93 90 60 65 0 50 20 0 30 5 40
1 1 SIN 25 24 25 16 28 2,78 1,86 2,51 2,09 2,53 10 85 55 10 25 20 15 20 30 10
1 0 A 33 28 23 23 26 1,62 2,89 2,47 2,18 1,94 70 50 55 85 30 20 10 0 10 10
1 0 NA 23 27 21 37 20 2,42 1,28 1,15 2,68 1,49 50 60 45 20 70 5 0 10 0 15
1 0 SIN 21 18 23 20 23 1,43 1,47 1,94 1,26 1,07 100 70 15 10 75 15 20 5 15 0
0 1 A 30 25 32 30 25 2,73 2,01 2,29 2,53 1,55 0 30 50 5 5 0 40 0 15 10
0 1 NA 47 46 46 23 29 4,14 3,23 3,80 2,86 3,18 25 0 0 5 15 15 25 25 10 30
0 1 SIN 22 23 15 29 27 1,06 1,90 2,46 2,29 1,40 10 0 15 25 20 20 25 10 10 10
0 0 A 26 21 24 22 21 1,66 2,23 2,29 1,92 2,66 20 0 30 40 5 5 5 0 25 0
0 0 NA 34 22 20 25 26 2,84 2,04 1,33 2,60 1,73 0 5 5 0 5 5 10 0 20 15
0 0 SIN 32 25 18 24 35 1,54 1,79 0,86 2,46 1,42 10 10 0 0 0 35 5 5 20 0
RESULTADOS FRIJOL
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18 23,1 4,17 17,3 18,4 2,20 1,60 1,50 1,40 2,30 1,20 1,20 1,10 1,10 1,10 2,30 2,19 2,47 1,61 2,36
12,5 16,1 12,5 8 13,5 2,10 1,60 1,60 1,60 1,50 1,70 1,30 1,60 1,00 1,10 2,08 4,78 2,33 3,01 2,08
4,17 10 6 15,6 20 1,30 1,60 1,70 2,00 1,80 1,30 1,10 1,10 1,10 1,10 2,06 2,03 3,59 1,72 2,93
16 9,5 4,25 13,7 14,6 2,50 1,70 1,50 1,80 2,50 1,30 1,50 1,10 1,30 1,40 1,86 1,90 2,00 2,71 3,34
11,5 19,9 17,6 16 34,3 1,90 2,60 1,90 1,70 1,70 1,10 1,30 1,30 1,40 1,20 4,39 1,72 1,93 2,75 1,94
15,7 14,3 4,08 9,25 13 2,00 1,70 2,00 1,80 2,40 1,50 1,30 1,20 1,20 1,20 1,37 1,86 2,42 2,55 1,88
11 14 3,92 2,13 24 1,90 1,90 1,30 1,80 1,40 1,30 1,60 1,60 1,30 1,10 2,33 3,49 1,15 3,23 2,18
12 20,8 23,1 25,5 8 1,90 1,40 1,70 2,10 1,40 1,00 0,80 1,30 1,50 1,10 4,14 2,93 2,44 2,63 2,45
6 18 12,8 11,7 10 1,20 1,60 2,30 1,60 1,30 1,50 1,10 1,30 1,10 1,00 2,90 2,07 3,22 3,01 1,58
10,3 8,7 10,4 10,2 11,9 1,70 1,40 1,20 1,40 1,80 1,00 1,20 1,50 1,20 1,40 1,38 1,98 2,36 1,93 2,45
9,8 16 1,96 8 2,08 1,50 1,40 1,50 1,50 1,20 1,30 1,10 1,00 1,20 1,00 1,83 2,25 1,98 1,34 2,34
14,3 8,33 14,6 17,1 15,4 2,00 1,40 1,50 2,50 1,20 1,10 1,00 1,50 1,10 1,10 1,35 1,57 1,51 3,10 2,23
RESULTADOS FRIJOL
Presencia R. fasciculatus (%) Contenido P foliar 10 Contenido P foliar 25 Contenido P foliar 40
2,00 2,50 2,70 3,40 3,20 0,20 0,15 0,13 0,14 0,23 0,13 0,12 0,12 0,14 0,12 0,21 0,17 0,19 0,12 0,24
5,20 3,70 2,30 3,00 2,30 0,21 0,16 0,16 0,16 0,15 0,21 0,16 0,20 0,11 0,14 0,21 0,60 0,17 0,27 0,21
0,90 1,30 2,10 2,70 2,30 0,12 0,15 0,15 0,18 0,16 0,13 0,11 0,11 0,11 0,11 0,19 0,17 0,36 0,16 0,24
2,70 2,40 2,70 2,40 2,10 0,28 0,19 0,17 0,20 0,28 0,13 0,17 0,12 0,13 0,16 0,17 0,16 0,20 0,25 0,33
3,60 3,20 2,10 2,90 2,90 0,19 0,24 0,19 0,15 0,15 0,10 0,13 0,13 0,14 0,12 0,37 0,16 0,15 0,25 0,15
2,90 2,70 2,60 2,70 2,70 0,20 0,17 0,20 0,18 0,24 0,14 0,11 0,11 0,12 0,12 0,11 0,17 0,19 0,23 0,13
3,00 1,60 1,80 2,50 2,50 0,21 0,21 0,13 0,20 0,14 0,16 0,20 0,20 0,16 0,14 0,21 0,35 0,10 0,32 0,22
3,80 2,90 2,40 2,00 2,70 0,21 0,18 0,14 0,21 0,12 0,10 0,13 0,16 0,15 0,12 0,38 0,24 0,19 0,26 0,22
2,90 2,50 2,40 1,50 2,70 0,12 0,16 0,23 0,16 0,13 0,14 0,10 0,11 0,12 0,10 0,32 0,17 0,32 0,27 0,11
1,60 2,40 1,70 2,70 2,80 0,17 0,13 0,13 0,13 0,18 0,10 0,12 0,14 0,12 0,14 0,11 0,18 0,21 0,15 0,31
2,50 2,50 2,40 2,60 2,40 0,14 0,16 0,17 0,17 0,13 0,11 0,10 0,08 0,12 0,10 0,15 0,20 0,15 0,13 0,18
2,70 2,60 2,50 2,20 2,50 0,25 0,18 0,19 0,31 0,15 0,14 0,17 0,21 0,14 0,16 0,10 0,12 0,14 0,28 0,17
RESULTADOS FRIJOL
Contenido P foliar 55
Concentración P foliar 
10
Concentración P foliar 
25
Concentración P foliar 
40
Anexo B 85 
 






0,20 0,21 0,25 0,34 0,25 3,8 5,5 6,1 9,8 6,0
0,52 0,34 0,18 0,30 0,23 23,6 19,4 2,7 6,6 4,4
0,10 0,12 0,19 0,30 0,21 2,8 2,2 4,8 6,3 5,3
0,25 0,22 0,25 0,22 0,18 4,0 6,3 6,1 4,8 3,4
0,30 0,29 0,15 0,22 0,26 7,3 3,7 1,7 6,0 3,9
0,22 0,25 0,19 0,23 0,23 3,2 3,6 3,6 2,8 2,4
0,25 0,12 0,14 0,17 0,21 6,8 2,5 3,2 4,2 3,2
0,32 0,22 0,20 0,25 0,23 13,1 7,2 7,6 7,2 7,2
0,29 0,21 0,22 0,17 0,25 3,1 4,0 5,4 3,8 3,4
0,16 0,22 0,17 0,30 0,25 2,7 4,9 3,9 5,8 6,8
0,25 0,28 0,24 0,24 0,24 7,1 5,7 3,2 6,1 4,2
0,34 0,29 0,23 0,18 0,25 5,2 5,2 2,0 4,5 3,6
RESULTADOS FRIJOL
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Anexo C 89 
 
 
3. RP comercializada por Fosfonorte. 
 
